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A B S T R A C T
N a m e: Li n ds e y R e n a e Br o w n -B ur c h a m 
D at e of D e gr e e: M a y 4, 2 0 1 8 
I nstit uti o n: Mis sis si p pi St at e U ni v ersit y 
M aj or Fi el d: Bi ol o gi c al S ci e n c es 
M aj or Pr of ess or : J usti n A. T h or nt o n 
Titl e of St u d y: I n v esti g ati n g t h e r ol e of zi n c i n t h e p h ysi ol o g y a n d vir ul e n c e of 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e 
P a g es i n St u d y 1 5 3 
C a n di d at e f or D e gr e e of D o ct or of P hil os o p h y 
H o m e ost asis of tr a c e m et al i o ns is ess e nti al f or a v ari et y of c ell ul ar pr o c ess es a n d 
vir ul e n c e m e c h a nis m s, i n cl u di n g r esist a n c e t o o xi d ati v e str ess , D N A r e pli c ati o n, a n d 
r e g ul ati o n of c ell a d h esi o n/i n v asi o n. U n d erst a n di n g h o w p at h o g e ni c mi cr o or g a nis m s 
o v er c o m e m et al st ar v ati o n a n d i nt o xi c ati o n pr o vi d es i nsi g ht i nt o h o w t h es e m e c h a nis m s 
c o ul d b e t ar g et e d b y n o v el a nti mi cr o bi al t h er a pi es. Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e , or 
p n e u m o c o c c us, is a Gr a m -p ositi v e, c o m m e ns al of t h e h u m a n n as o p h ar y n x a n d u p p er 
r es pir at or y tr a ct. T h o u g h t his or g a nis m is pri m aril y a n as y m pt o m ati c c ol o ni z er, it is als o 
t h e c a us ati v e a g e nt of i nf e cti o ns r a n gi n g i n s e v erit y fr o m r e o c c urri n g a c ut e otiti s m e di a
t o lif e-t hr e at e ni n g c o m m u nit y a c q uir e d p n e u m o ni a or b a ct eri al s e psis. T his st u d y ai m s t o 
c h ar a ct eri z e as p e cts of p n e u m o c o c c al p h ysi ol o g y a n d i nf e cti o n t h at ar e r es p o nsi v e t o 
c h a n g es i n mi cr o n utri e nt zi n c a v ail a bilit y. T w o zi n c -bi n di n g li p o pr ot ei ns of S. 
p n e u m o ni a e , A d c A a n d A d c AII, w er e c h ar a ct eri z e d as pl a yi n g r e d u n d a nt r ol es i n zi n c 
a c q uisiti o n; h o w e v er, t hi s st u d y s h o ws t h at t h es e pr ot ei ns ar e n ot e q u all y s e nsiti v e t o zi n c 
st ar v ati o n a n d h a v e a d diti o n al f u n cti o n alit y i n a d h esi o n a n d i n v asi o n. M ut a nt str ai ns 
l a c ki n g A d c AII b ut n ot A d c A s uff er d e cr e as e d fit n ess w h e n e x p os e d t o a zi n c -c h el at or; 
 
 











        
  
    
 
 
a n d f oll o wi n g c h el ati o n a d c AII w as u pr e g ul at e d 4 2 -f ol d w h er e as a d c A w a s o nl y 
u pr e g ul at e d 4 -f ol d. Zi n c -d efi ci e nt m ut a nts l a c ki n g A d c A a n d A d c AII s h o w i n cr e as e d 
i n v asi o n at l e v els r e a c hi n g 2 0 0-3 0 0 % c o m p ar e d t o p ar e nt al str ai ns. A d diti o n all y, 
A d c AII -d efi ci e nt st r ai ns s h o w d e cr e as e d a bilit y t o a d h er e t o e pit h eli al c ell s a n d c ol o ni z e 
n as al tiss u es d uri n g m uri n e c h all e n g e, s u g g esti n g a r ol e f or A d c AII or zi n c h o m e ost asis 
i n bi ofil m f or m ati o n. A n al ysis of bi ofil ms gr o w n i n v ar yi n g c o n c e ntr ati o ns of m et als 
r e v e al e d t hat i n cr e as e d zi n c, s p e cifi c all y, r es ult e d i n t h e f or m ati o n of l ar g er, m or e 
ar c hit e ct ur all y c o m pl e x bi ofil ms. T h e i n cr e as e i n bi ofil m si z e w as d et er mi n e d t o b e d u e 
t o t h e f or m ati o n of c ell-t o-c ell a g gr e g at es. I n a d diti o n t o e n c o u nt eri n g hi g h 
c o n c e ntr ati o ns of m et als, p at h o g e ns ar e c o m p eti n g f or mi cr o n utri e nts fr o m t h e h ost, a n d 
ar e t h us a d ept t o s ur vi vi n g m et al st ar v ati o n. A pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d o p er o n , 
S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 , w as f o u n d t o b e s e nsiti v e t o zi n c -st ar v ati o n a n d pr ot e o mi cs s tr o n gl y
s u g g est a n i m p ort a n c e f or t h es e g e n es i n c ell ul ar m et a b oli s m. T h e s e r es ult s h a v e 
i d e ntifi e d r ol es f or zi n c h o m e ost asis i n c ell a d h esi o n, c ol o ni z ati o n, c ell a n d bl o o dstr e a m 
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h a v e t a u g ht m e o v er t h e y e ars. T h a n k y o u f or i nstilli n g d e e p i n m y h e art a p assi o n a n d 
c uri osit y f or s ci e n c e a n d f or c o n vi n ci n g m e t h at r e s ult s ar e al w a ys c o ol e v e n w h e n t h e y 
ar e u n e x p e ct e d . I a m s o a p pr e ci ati v e f or all t h e s u p p ort y o u h a ve s h o w n m e b ot h 
s ci e ntifi c all y a n d p ers o n all y t hr o u g h o ut t his pr o c e ss a n d I l o o k f or w ar d t o o ur f ut ur e 
c oll a b or ati o ns i n v esti g ati n g all t h e si d e pr oj e cts w e’ v e p ut off o v er t h e y e ar s.
I w o ul d li k e t o c oll e cti v el y t h a n k t h e m e m b ers of m y gr a d u at e c o m mitt e e f or t h eir 
d e di c ati o n i n g etti n g m e t o t hi s p oi nt i n m y c ar e er, t h eir s u p p ort t hr o u g h o ut t hi s j o ur n e y, 
a n d m ost i m p ort a ntl y t h eir e n c o ur a g e m e nt al o n g t h e w a y. T h a n k y o u all f or p us hi n g m e 
t o m y li mits a n d e x p e cti n g m y b est. Dr. H e at h er J or d a n’s b a c k gr o u n d i n e n vir o n m e nt al 
mi cr o bi ol o g y e n c o ur a g e d m e t o t hi n k o utsi d e of t h e b o x of b a ct eri al p at h o g e n esis. I h a v e 
d e e pl y e nj o y e d all o ur a b str a ct c o n v ers ati o ns a b o ut i nt er -ki n g d o m si g n ali n g a n d t h e br ai n 
mi cr o bi o m e, a n d t h e dri n ks t h at a c c o m p a ni e d t h e m. Dr. J os e p h E m ers o n’s k n o wl e d g e of 
c h e mi str y gr e atl y e n h a n c e d t h e s c o p e of m y r es e ar c h pr oj e ct. I t h a n k hi m f or f or ci n g m e 
as f ar o ut of m y a c a d e mi c c o mf ort z o n e as p ossi bl e a n d f or h el pi n g m e t o c o n q u er m y 




   
   













   
   
 
     
  
  
m e i m m e ns el y t hr o u g h o ut m y gr a d u at e tr ai ni n g a n d will al w a ys b e o n e of m y f a v orit e 
c o urs es. I w o ul d als o li k e t o t h a n k Dr. G or d o n f or j u m pi n g h e a d first i nt o m y c o m mitt e e 
h alf w a y t hr o u g h t hi s j o ur n e y. I n b ot h t h e cl assr o o m s etti n g a n d t hr o u g h o ut t h e ti m e t h at 
s h e h as s er v e d o n m y c o m mitt e e, Dr. G or d o n h as c h all e n g e d m y criti c al t hi n ki n g a biliti es 
a n d b e e n a gr e at s o ur c e of ki n d n ess a n d e n c o ur a g e m e nt. S h e is a tr ul y w o n d erf ul m e nt or . 
Dr. J as o n R os c h’ s e x p ertis e i n t h e fi el d of m et als i n b a ct eri al p at h o g e n esis h as b e e n a n 
e n or m o us ass et t o m y gr a d u at e st u di es. I a m gr at ef ul f or e v er yt hi n g h e h as pr o vi d e d o v er 
t h e y e ars: fr o m m at eri als t o o p p ort u niti es t o visit a n d c o n d u ct st u di es at St. J u d e, a n d 
m ost i m p ort a ntl y, a c o nst a nt s u p pl y of a d vi c e a n d i nsi g ht . L astl y, I w o ul d li k e t o t h a n k 
Dr. J a n et D o n al ds o n f or t h e ki n d n ess s h e s h o w e d m e a n d f or b eli e vi n g i n m e fr o m t h e 
v er y b e gi n ni n g. As a n e xt e nsi o n of m y c o m mitt e e I w o ul d als o li k e t o e x pr ess m y 
gr atit u d e t o Mrs. J essi c a T h or nt o n a n d Dr. J o h n J or d a n. I a m s o e xtr e m el y gr at ef ul f or t h e 
e n c o ur a g e m e nt a n d p e p -t al ks y o u b ot h h a v e pr o vi d e d al o n g t h e w a y.
I n a d diti o n t o t h e m e m b ers of m y c o m mitt e e, I w o ul d li k e t o t h a n k all of t h e 
c oll a b or at ors t h at I h a v e h a d t h e o p p ort u nit y t o w or k wit h o n a v ari et y of diff er e nt 
t e c h ni q u es a n d pr oj e cts. T h a n k y o u t o Ms. A m a n d a L a wr e n c e at t h e I nstit ut e f or I m a gi n g 
a n d A n al yti c al T e c h n ol o gi es (I2 A T) f or t h e m a n y h o urs w e s p e nt pr e p ari n g a n d a n al y zi n g
s a m pl e aft er s a m pl e. S h e h as f or e v er o p e n e d m y e y e s t o a n e w w orl d a n d h as m a d e t h e 
fi g ur es i n t his di ss ert ati o n m u c h m or e a p p e ali n g t o t h e r e a d ers. T o Dr. St a c e y S c h ult z -
C h err y a n d h er t e a m, t h a n k y o u f or pr o vi di n g m e a c c ess t o t h e c o ol est c ell li n e I h a v e 
e v er w or k e d wit h. T o Dr. Bi n d u N a n d uri, All e n S h a c k, Dr. Ni c k Fit z k e e, a n d B e c c a Hill 





      
       














   
  
 
f e at ur e d i n c h a pt er I V. Dr. N a n d uri t h a n k y o u f or t e a c hi n g m e h o w t o pr o c ess m y first 
l ar g e d at a s et. T o B e c c a Hill , t h a n k y o u f or a n al y zi n g m y s a m pl es a n d f or b ei n g p ati e nt 
wit h m e w hil e I w as tr yi n g t o l e ar n all t h es e n e w t e c h ni q u es a n d a n al ys es. I a m e xtr e m el y
gr at ef ul f or y o ur h el p a n d a m v er y e x cit e d t o h a v e h a d t h e o p p ort u nit y t o b e a p art of 
t h es e m ulti dis cipli n ar y c oll a b or ati v e eff orts. T o Dr. M att Br o w n a n d Al e x Ti c e t h a n k y o u 
f or pr o vi di n g s u p pli es a n d assi st a n c e wit h fl u or es c e n c e mi cr os c o p y, t h os e i m a g es h a v e 
b e e n a gr e at ass et t o m y p u bli c ati o ns. T o Dr. T yl er S c h art el a n d Dr. C hris Br o o ks, t h a n k 
y o u f or y o ur s u p pl y of a d vi c e i n all t hi n gs st ati sti cs. 
I w o ul d li k e t o t h a n k all of t h e c o w or k ers t h at h a v e c o m e i n a n d o ut of t h e l a b 
t hr o u g h o ut m y ti m e h er e, I h a v e l e ar n e d al o n g t h e w a y fr o m e v er y o n e of y o u. T o A n dr e a
J o n es a n d P er c e us M o d y t h a n k y o u f or s h o wi n g m e t h e r o p es w h e n I first j oi n e d t h e 
T h or nt o n l a b! Y o u g u ys w er e s o p ati e nt wit h m e w hil e I st u m bl e d m y w a y t hr o u g h t h e 
l e ar ni n g c ur v e t h at c o m e s wit h b e gi n ni n g a r es e ar c h pr oj e ct. T o J os e p h Br y a nt a n d K ati e 
H e at h, I a m e xtr e m el y gr at ef ul t h at w e h a d e a c h ot h er t o c el e br at e a n d c o m mi s er at e wit h 
as w e b e g a n gr a d u at e s c h o ol. W e m a d e s o m e r e all y gr e at m e m ori es t h at I will al w a ys 
c h eris h. I w o ul d es p e ci all y li k e t o t h a n k R a c h el C a ul ki ns f or h er c o ntri b uti o ns t o t h e 
w or k pr es e nt e d h er e. T h a n k y o u f or b ei n g p ati e nt wit h m e as I m a d e t h e tr a nsiti o n fr o m 
m e nt e e t o m e nt or! T o S ar a S hi e lds -M e n ar d, t h a n k y o u f or y o ur e n dl ess g ui d a n c e a n d 
s u p p ort. Y o u h a v e b e e n a gr e at m e nt or t o m e t hr o u g h o ut t his e ntir e j o ur n e y a n d I will 




   
 







     
   
   




   
  
   
T h a n k y o u t o t h e D e p art m e nt of Bi ol o gi c al S ci e n c es f or bri n gi n g m e t h e gr e at est 
fri e n ds I c o ul d e v er i m a gi n e: J essi c a a n d C o d y Wil s o n, a n d G a bri el P os a d a s. J ess, C o d y, 
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y o ur n e v er -e n di n g e n c o ur a g e m e nt, a n d c o m e di c r eli ef. 
I w o ul d li k e t o t h a n k m y i n cr e di bl e f a mil y f or t h eir e n dl ess s u p pl y of l o v e a n d 
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r ais e d m e t o f oll o w m y dr e a ms a n d t o n e v er a c c e pt d ef e at. T his is t h e pr o d u ct of y o ur 
y e ars of h ar d w or k wit h t hi s “str o n g -will e d c hil d ”. T o m y sist er, b est fri e n d, a n d 
c o nfi d a nt, As hl e y Willi a ms , t h a n k y o u f or b ei n g m y bi g g est s u p p ort er. Y o ur str e n gt h, 
gr a c e, a n d c o nfi d e n c e h a v e al w a ys m a d e y o u a w o n d erf ul r ol e m o d el, a n d I’ m s o 
t h a n kf ul f or o ur r el ati o ns hi p. T o R y a n n R uss ell, t h a n k y o u f or s u p p orti n g m e t hr o u g h t h e 
h ar d ti m es a n d c el e br ati n g wit h m e d uri n g t h e g o o d ti m es. I a m s o r eli e v e d t o h a v e
fi n all y fi nis h e d y o ur c off e e t a bl e b o o k, i. e. t his dis s ert ati o n! O ur t w e nt y, t e n pl us y e ars of
fri e n ds hi p m e a n t h e w orl d t o m e. T o G e n n y K e n n e d y , t h a n k y o u f or all t h e l o n g t al ks o n 
y o ur c o u c h a n d b ot t o ml ess c off e e t hr o u g h o ut t h e y e ars, I a m s o v er y gr at ef ul t o h a v e h a d 
y o u, J o e, C o urt n e y, a n d L a ur a as a st a pl e i n m y lif e. 
Fi n all y, t o Z a c h ar y B ur c h a m , I’ m l u c k y t o b e c o mi n g o ut of gr a d u at e s c h o ol wit h 
n o t o nl y a d e gr e e, b ut als o a b est fri e n d a n d h us b a n d. T h a n k y o u f o r li st e ni n g t o m e
c o m pl ai n o n t h e dri v e h o m e aft er b a d d a y s; h el pi n g m e t al k t hr o u g h e x p eri m e nts a n d 
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I N T R O D U C TI O N 
1. 1 Str e pt o c o c c u s p n e u m o ni a e 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e ( p n e u m o c o c c us) is a Gr a m-p ositi v e, f a c ult ati v e 
a n a er o b e c o m m o nl y f o u n d as y m pt o m ati c all y o c c u p yi n g t h e n as o p h ar y n x of 2 0 -5 0 % of 
t h e h u m a n p o p ul ati o n . I nf e cti o ns c a us e d b y t h e p n e u m o c o c c us ar e k n o w n t o r a n g e i n 
s e v erit y fr o m a mil d si n usiti s , t o otiti s m e di a, t o i n v asi v e p n e u m o ni a a n d m e ni n gitis
(C D C, 2 0 1 5 ). A n ast o u n di n g 6 milli o n c as es of a c ut e otitis m e di a ar e attri b ut e d t o t h e 
p n e u m o c o c c us p er y e ar; a n d a p pr o xi m at el y 9 0 0, 0 0 0 A m eri c a ns a r e di a g n o s e d e a c h y e ar 
wit h p n e u m o c o c c al p n e u m o ni a (C D C. H a m b ors k y J, 2 0 1 5 ). Still y et, m or e t h a n 6 0, 0 0 0 
c as es p er y e ar ar e r e p ort e d of p n e u m o c o c ci i n v a di n g i nt o t h e bl o o d t o c a us e s e psis, a n d 
a p pr o xi m at el y 3 ,5 0 0 f at al c as es of p n e u m o c o c c al m e ni n gitis (C D C, 2 0 1 5 ). C oll e cti v el y, 
i nf e cti o ns ass o ci at e d wit h S. p n e u m o ni a e r es ult i n m or e t h a n 4 0 0, 0 0 0 h os pit ali z ati o ns a n d 
t h e s p e n di n g of m or e t h a n 3. 4 billi o n d oll ars i n t h e U nit e d St at es al o n e (H u a n g et al., 
2 0 1 1 ).
T h e pr o p e nsit y of t h e p n e u m o c o c c us t o c a us e a v ari et y of p ot e nti all y f at al 
i nf e cti o ns e ar n e d it t h e n a m e of “ C a pt ai n of t h e M e n of D e at h ” in 1 9 1 8 fr o m Willi a m 
Osl er, a C a n a di a n p h ysi ci a n a n d o n e of t h e f o ur f o u n d ers of J o h ns H o p ki ns H os pit al , a n d 




















   




2 0 1 6 ). As s u c h, o v er t h e l ast c e nt ur y, r es e ar c h ers h a v e s o u g ht t o u n d erst a n d t hi s gl o b all y
r el e v a nt p at h o g e n, r es ulti n g i n a t h or o u g h k n o wl e d g e of m a n y diff er e nt as p e cts of 
p n e u m o c o c c al p h ys i ol o g y a n d vir ul e n c e. T h o u g h t hi s or g a nis m h as b e e n br o a dl y st u di e d 
b y s ci e ntists f or g e n er ati o ns, t h er e ar e still k e y el e m e nts of t h e h ost -p at h o g e n i nt er a cti o n 
t h at ar e n ot w ell u n d erst o o d. 
1. 2 Zi n c a n d Str e pt o c o c c u s p n e u m o ni a e 
Zi n c is t h e s e c o n d m ost a b u n d a nt m et al i o n i n t h e h u m a n b o d y, o nl y b e hi n d ir o n, 
a n d is i m p ort a nt f or a v ari et y of pr o c ess es i n cl u di n g D N A s y nt h esis a n d pr o p er i m m u n e
c ell f u n cti o n (H o, 2 0 0 4 ; Ri n k a n d H a as e, 2 0 0 7 ). Zi n c is als o a n ess e nti al el e m e nt f or a 
pl e t h or a of h u m a n p at h o g e ns, i n cl u di n g Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e (B a yl e et al., 2 0 1 1 ). It 
is esti m at e d th at u p w ar ds of 9 % of t h e p n e u m o c o c c al pr ot e o m e h as a c o p p er/ zi n c 
r e q uir e m e nt (S u n et al., 2 0 1 1 ). A d diti o n all y, zi n c a v ail a bilit y is f o u n d at dr asti c all y 
diff er e nt c o n c e ntr ati o ns t hr o u g h b o d y sit es i n b ot h n aï v e a n d i nf e ct e d t iss u e s, as s h o w n i n 
T a bl e 1. 1 (M c D e vitt et al., 2 0 1 1 ). T h e p n e u m o c o c c us m ust a d a pt t o t h es e c h a n gi n g
e n vir o n m e nts t o t hri v e. F or t h es e r e as o ns, it i s n ot s ur prisi n g t h at p n e u m o c o c c us h as 
e v ol v e d eff e cti v e p at h w a ys f or r e g ul ati n g zi n c h o m e ost asis. T h o u g h it is l ar g el y
c h ar a ct eri z e d as a str u ct ur al or c at al yti c c o m p o n e nt of pr ot ei ns, zi n c h as r e c e ntl y b e e n 
s h o w n t o r e g ul at e p n e u m o c o c c al vir ul e n c e (B a yl e et al., 2 0 1 1 ; Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 a ). 
T h er ef or e, it is i m p ort a nt t o u n d erst a n d t h e m e c h a nis m s t h at S. p n e u m o ni a e utili z es t o 












   
 
  
    
 
 
     
  

















































T a bl e 1. 1 M et al a v ail a bilit y i n t h e m uri n e h ost 
N a s o p h a r y n x L u n g Bl o o d 
C o p p e r 6. 3 3 ± 
0. 9 1 
5. 4 0 ± 
0. 5 4 
6. 3 0 ± 
0. 2 9 
1 0. 0 4 ± 
1. 2 9 
1 1. 0 1 ± 
0. 1 3 
3 8. 6 4 ± 
1. 7 2 
I r o n 1 1 2. 6 6 ± 
1 0. 1 3 
1 8 2. 4 5 ± 
1 2. 8 8 
7 4. 0 0 ± 
9. 0 7 
8 2. 1 1 ± 
9. 9 6 
1 3 8. 3 7 ± 
9. 1 5 
2 5 6. 7 5 ± 
5 3. 6 3 
M a n g a n es e 0. 6 5 ± 
0. 1 1 
0. 6 4 ± 
0. 0 4 
1. 1 4 ± 
0. 3 9 
1. 0 7 ± 
0. 2 4 
0. 4 2 ± 
0. 0 7 
0. 7 1 ± 
0. 0 3 
Zi n c 4 0. 7 8 ± 
3. 9 4 
2 1 4. 4 5 ± 
4 3. 6 4 
4 4. 1 7 ± 
2. 5 9 
1 0 3. 3 6 ± 
1 4. 2 0 
1 5. 6 0 ± 
0. 7 2 
6 4 1. 3 5 ± 
1 7 3. 2 8 
M e a n ± err or c o n c e ntr ati o ns i n mi cr o m ol ar ( µ M) of m et als fr o m diff er e nt b o d y sit es 
wit hi n t h e m uri n e h ost i n n aï v e ( gr a y c ol u m n) v er s us p n e u m o c o c c al i nf e ct e d ( w hit e 
c ol u m n ) tiss u es. A d a pt e d fr o m M c D e vitt et al. 2 0 1 1. 
1. 2. 1 St ar v ati o n 
I n a d diti o n t o c o m p etiti o n f or m et als b et w e e n ot h er mi cr o b es, b a ct eri a m u st als o 
c o m p et e wit h t h e h ost t o o bt ai n n utri e nts. I n a n eff ort t o li mit b a ct eri al b ur d e n, t h e h ost 
h as e v ol v e d d ef e nsi v e str at e gi es t o s e q u est er m et al i o ns a w a y fr o m b a ct eri a, i n a t er m 
c oi n e d b y E u g e n e W ei n b er g “ n utriti o n al i m m u nit y ” (W ei n b er g, 1 9 7 5 ). A n e x a m pl e of 
h o w t h e h ost r estri cts a v ail a bl e m et al is i n t h e pr o d u cti o n of t h e C a 2 + -bi n di n g S 1 0 0 
pr ot ei n s b y t h e h ost i m m u n e s yst e m. T h e first e x a m pl e of h ost zi n c -c h el ati o n w as 
d es cri b e d as ps ori asi n ( S 1 0 0 A 7) a cti n g as a n a nti mi cr o bi al t o p r ot e ct h u m a n s ki n fr o m 
i nf e cti o n wit h Es c h eri c hi a c oli i n a zi n c-d e p e n d e nt m a n n er (Gl äs er et al., 2 0 0 4 ). M or e







      
    
 
   
      
 
 
   
 
 
   
  





H eli c o b a ct er p yl ori a n d t o f u n cti o n si mil arl y t o ps ori asi n b y s e q u est eri n g zi n c fr o m a n 
i n v a di n g p at h o g e n (H al e y et al., 2 0 1 5 ). A n ot h er S 1 0 0 m et al -c h el ati n g pr ot ei n of i nt er est 
is c al pr ot e cti n ( S 1 0 0 A 8/ S 1 0 0 A 9). C al pr ot e cti n is a b u n d a nt i n n e utr o p hil c yt o pl as m 
a c c o u nti n g f or 4 0 -5 0 % of t h e c ell ul ar pr ot ei n c o nt e nt (G e b h ar dt et al., 2 0 0 6 ). F or m e d b y
t w o S 1 0 0 pr ot ei ns, c al gr a n uli n A ( S 1 0 0 A 8) a n d c al gr a n uli n B ( S 1 0 0 A9), c al pr ot e cti n h as 
b e e n s h o w n t o bi n d b ot h zi n c a n d m a n g a n es e , a n d its c h el ati o n pr o p erti es ar e d e p e n d e nt 
u p o n f or m ati o n of t h e h et er o di m er (C or bi n et al., 2 0 0 8 ). St u di es h a v e s h o w n t h e a bilit y 
of c al pr ot e cti n t o pr ot e ct a g ai nst n u m er o us i n v a di n g p at h o g e ns i n c l u di n g, St a p h yl o c o c c us 
a ur e us , H eli c o b a ct er p yl ori , a n d List eri a m o n o c yt o g e n es (C or bi n et al., 2 0 0 8 ; Z ai a et al., 
2 0 0 9 ; G a d d y et al., 2 0 1 4 ) . I nt er esti n gl y, h o w e v er, Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e s e e m e d 
pr ot e ct e d fr o m zi n c t o xi cit y b y c al pr ot e cti n i n a p n e u m o ni a m o d el (A c h o uiti et al., 2 0 1 4 ). 
T h es e fi n di n gs dr asti c al l y c o ntr a di ct w h at h as pr e vi o usl y b e e n s h o w n a b o ut t h e r ol e of 
c al pr ot e cti n a n d i n di c at e t h at S. p n e u m o ni a e m a y p oss ess m a c hi n er y t o 1) o v er c o m e t h e 
c h el ati n g eff e cts of c al pr ot e cti n, or 2) r e g ul at e c al pr ot e cti n c h el ati o n. 
T o cir c u m n a vi g at e t h e c h all e n g e s of m et al -c h el ati o n b y t h e h ost i m m u n e 
r es p o ns e, b a ct eri a h a v e e v ol v e d el a b or at e, hi g hl y s e nsiti v e m e c h a nis m s t o c o ntr ol m et al 
a c q uisiti o n a cr oss t h e c ell m e m br a n e , t h er e b y m ai nt ai n i n g h o m e ost asis. M ost zi n c 
tr a ns p ort s yst e ms f o u n d i n b ot h Gr a m-n e g ati v e a n d Gr a m -p ositi v e or g a nis ms ar e si mil ar 
t o t h e Z n uA B C ( zi n c-u pt a k e) s yst e m c h ar a ct eri z e d i n Es c h eri c hi a c oli (P at z er a n d 
H a nt k e, 1 9 9 8 ). T his i m p ort m a c hi n er y f u n cti o ns as a n A T P -bi n di n g c ass ett e ( A B C) 
tr a ns p ort er. A B C tr a ns p ort ers ar e c o ns er v e d a cr os s b a ct eri al s p e ci es, s p a n t h e c ell 













   
 
   
  
 
   
   
     
   
    
 
c ell (T er B e e k et al., 2 0 1 4 ). T hi s s yst e m is c o m p o s e d of a m et al -bi n di n g pr ot ei n ( Z n u A), 
a n A T P as e ( Z n u B), a n d a m e m br a n e c o m p o n e nt ( Z n u C), wit h t h e f ull A T P -bi n di n g 
c ass ett e u n d er r e g ul ati o n of t h e zi n c u pt a k e r e g ul at or ( Z ur) (P at z er a n d H a nt k e, 1 9 9 8 ). 
T h e Z n u A B C s yst e m cl o s el y r es e m bl es t h e A d c A B C zi n c -u pt a k e s yst e ms t h at h a v e b e e n 
c h ar a ct eri z e d i n n u m er o u s Gr a m -p ositi v e or g a nis ms, i n cl u di n g Str e pt o c o c c us a g al a cti a e , 
Str e pt o c o c c us p y o g e n es , St a p h yl o c o c c us a ur e us , a n d Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e , t o b e 
dis c uss e d m or e i n t h e n e xt s e cti o n (L ois el et al., 2 0 0 8 ; M o uli n et al., 2 0 1 6 ; Gri m et al., 
2 0 1 7 ; M a kt h al et al., 2 0 1 7 ). 
1. 2 . 2 A c q uisiti o n 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e p oss ess es t w o s e p ar at e o p er o ns t h at w or k t o g et h er t o 
m ai nt ai n zi n c h o m e ost asis. T h e a d c A B C o p er o n is a n A T P -bi n di n g c ass ett e tr a ns p ort er, 
si mil ar t o s yst e ms t h at h a v e b e e n c h ar a ct eri z e d i n ot h er Gr a m -p ositi v e b a ct eri a (T e d d e et 
al., 2 0 1 6 ; M a kt h al et al., 2 0 1 7 ) . T his s yst e m c o nsist s of a n e xtr a c ell ul ar s u bstr at e -
bi n di n g d o m ai n, a tr a ns m e m br a n e d o m ai n, a n d a n A T P -bi n di n g d o m ai n. T h es e t hr e e 
c o m p o n e nts h a v e b e e n n a m e d A d c A, A d c B, a n d A d c C, r es p e cti v el y (Di ntil h a c a n d 
Cl a v er ys , 1 9 9 7). T h e a d c A B C o p er o n w as ori gi n all y c h ar a ct eri z e d as a n e w 
f a mil y/ cl ust er of tr a ns p ort s yst e ms d u e to t h eir affi nit y f or m et al i o ns a n d w as d e e m e d a n 
im p ort a nt f a ct or f or b ot h i n d u cti o n of c o m p et e n c e a n d g e n eti c tr a nsf or m ati o n (Di ntil h a c 
a n d Cl a v er ys, 1 9 9 7 ; Cl a v er ys, 2 0 0 1 ). T his p h e n ot y p e w as l at er s h o w n t o b e a r es ult of 









    














A d diti o n all y, S. p n e u m o ni a e p oss ess es a s e c o n d zi n c -bi n di n g tr a ns p ort pr ot ei n 
k n o w n as A d c AII , ori gi n all y n a m e d L m b, w hi c h w as s h o w n t o b e a m et al -bi n di n g 
r e c e pt or s p e cifi c f or a si n gl e zi n c i o n (L ois el et al., 2 0 0 8 ). I nt er esti n gl y, it is n ot f o u n d t o 
b e tr a ns cri b e d as p art of a tr a diti o n al A B C tr a ns p ort er o p er o n , b ut i nst e a d is e n c o d e d 
al o n g wit h t h e p n e u m o c o c c al hi sti di n e tri a d pr ot ei n, P ht D (L ois el et al., 2 0 0 8 ). A d c AII , a
zi n c -bi n di n g pr ot ei n t h at i nt er a cts wit h m e m br a n e p h os p h oli pi ds, a n d P ht D , a pr ot ei n t h at 
s p a ns t h e c ell w all, h a v e s u bs e q u e ntl y b e e n s h o w n t o c o -l o c ali z e t o g et h er o n t h e s urf a c e
of t h e c ell (P a ni n a et al., 2 0 0 3 ; L ois el et al., 2 0 0 8 ; L ois el et al., 2 0 1 1 ; B ers c h et al., 
2 0 1 3 ). I n a d diti o n t o P ht D, t hr e e ot h er zi n c -bi n di n g histi di n e tri a d pr ot ei n s h a v e b e e n 
i d e ntifi e d i n S. p n e u m o ni a e , (K o v a cs -Si m o n et al., 2 0 1 1 )P ht A, P ht B, a n d P ht E (A d a m o u 
et al., 2 0 0 1 ). R e c o m bi n a nt v ersi o ns of t h e P ht f a mil y of pr ot ei ns w er e f o u n d t o eli cit a 
str o n g pr ot e cti v e r es p o ns e a g ai nst m ost p n e u m o c o c c al str ai ns t est e d i n a s e psis m o d el 
(A d a m o u et al., 2 0 0 1 ). T his fi n di n g, i n c o nj u n cti o n wit h d at a i n di c ati n g a r ol e f or t h e P ht 
pr ot ei ns i n a d h er e n c e t o c ell s of t h e r es pir at or y tr a ct, i d e ntifi e d t h es e pr ot ei ns as 
pr o misi n g p ot e nti al v a c ci n e c a n di d at es (K alli o et al., 2 0 1 4 ). 
Li p o pr ot ei ns b o u n d t o t h e b a ct eri al c ell m e m br a n e p h os p h oli pi ds h a v e b e e n 
s h o w n t o b e i n v ol v e d i n t h e u pt a k e of n utri e nts, r e g ul ati o n of vir ul e n c e f a ct ors, a n d i n t h e 
f a cilit ati o n of a d h esi o n t o h ost c ell s (K o v a cs -Si m o n et al., 2 0 1 1 ). A d c A a n d A d c AII ar e
zi n c -bi n di n g li p o pr ot ei ns a n d w er e ori gi n all y t h o ug ht t o pl a y r e d u n d a nt r ol es i n zi n c-
a c q uisiti o n a n d vir ul e n c e , as o nl y t h e l oss of b ot h d e cr e as e d fit n ess a n d t h e a bilit y t o 
c a us e dis e as e (B a yl e et al., 2 0 1 1 ). M or e r e c e ntl y, a n i n d e p e n d e nt r ol e f or A d c AII h as 





    
     
    


















l ar g el y r eli a nt o n t h e P ht pr ot ei ns f or f ull fu n cti o n d uri n g a m uri n e c h all e n g e (Pl u m ptr e et 
al., 2 0 1 4 a ). A d diti o n all y, m ut a nts l a c ki n g A d c AII w er e f o u n d t o o ut -c o m p et e m ut a nts 
l a c ki n g A d c A i n a n i n v asi v e m uri n e c h all e n g e (Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 a ). C o m pl e m e nt ar y 
d at a h as s u g g est e d a n el e g a nt m e c h a nis m i n w hi c h P ht D bi n ds fr e e zi n c i o ns a n d 
tr a nsf ers t h e m t o A d c AII, w h er e b y t he y ar e t h e n s h uttl e d i nt o t h e b a ct eri al c ell t hr o u g h 
t h e a d c B C tr a ns p ort s yst e m. T h o u g h A d c A is t h o u g ht t o b e t h e pri m ar y zi n c-bi n di n g 
li p o pr ot ei n, t h e A d c AII-P ht D s yst e m is b eli e v e d t o b e of vit al i m p ort a n c e d uri n g zi n c 
li mit ati o n (Eij k el k a m p et al., 2 0 1 6 ). C oll e cti v el y, t h es e d at a s u g g est t h at al t h o u g h t h e 
pri m ar y zi n c a c q uisiti o n s yst e m is t h e A B C -tr a ns p ort er a d c A B C , it w or ks i n c o nj u n cti o n 
wit h b ot h A d c AII a n d P ht D t o tr a nsf er zi n c i nt o t h e c ell, m ai nt ai n h o m e ost a sis, a n d 











   
  
   
   
Fi g ur e 1. 1 M o d el f or zi n c a c q uisiti o n i n Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e 
T his m o d el s h o ws zi n c i o ns c o mi n g a cr oss t h e c ell w all a n d bi n di n g t o A d c A or t h e P ht 
f a mil y of pr ot ei ns. P ht pr ot ei ns t h e n tr a nsf er zi n c i o ns t o A d c AII , a n d b ot h A d c A a n d 
A d c AII tr affi c zi n c a cr os s t h e c ell m e m br a n e t hr o u g h t h e A d c B C tr a ns p ort s yst e m. 
A d a pt e d fr o m C hrist o p h er M c D e vitt (M c D e vitt, 2 0 1 8 ).
1. 2 . 3 T o xi cit y 
Tr a c e m et al i o ns ar e n ot o nl y ess e nti al f or b a ct eri al s ur vi v al b ut c a n als o b e t o xi c 
t o b a ct eri a at hi g h c o n c e ntr ati o ns. W hil e e x c ess a v ail a bilit y of s o m e m et al s s u c h as ir o n 
a n d c o p p er c a n i n cr e as e o xi d ati v e str ess wit hi n c ell s, t h e pri m ar y t hr e at of zi n c 
i nt o xi c ati o n is li k el y d u e t o a n oc c urr e n c e k n o w n as m et al mis -p o p u l ati o n (W al dr o n et 








    
  













     
 
t h e Ir vi n g-Willi a ms s eri es : M g 2 + < M n 2 + < F e 2 + < C o 2 + < Ni 2 + < C u 2 + > Z n 2 + (Ir vi n g a n d 
Willi a ms, 1 9 4 8 ). T h e hi g h bi n di n g affi nit y of zi n c c o m pli c at es m att ers d uri n g zi n c 
i nt o xi c ati o n as it all o ws f or n o n-s p e cifi c bi n di n g t o pr ot ei ns. I n S. p n e u m o ni a e 
s p e cifi c all y, e x c ess zi n c h as b e e n s h o w n t o irr e v ersi bl y bi n d t h e m a n g a n es e-bi n di n g 
pr ot ei n, P s a A (M c D e vitt et al., 2 0 1 1 ). O v er w h el mi n g P s a A ulti m at el y l e a d s t o a bl o c k i n 
m a n g a n es e u pt a k e , a n d a h ei g ht e n e d s e nsiti vit y t o o xi d ati v e str ess d u e t o r e d u c e d a cti vit y
of t h e m a n g a n es e -d e p e n d e nt s u p er o xi d e dis m ut as e, S o d A (Eij k el k a m p et al., 2 0 1 4 ). I n 
St r ept o c o c c us p y o g e n es , zi n c i nt o xi c ati o n h as b e e n s h o w n t o alt er gl u c os e m et a b oli s m b y
i n hi biti n g t w o of t h e pri m ar y e n z y m es, p h os p h ofr u ct o ki n as e a n d gl y c er al d e h y d e-3 -
p h os p h at e d e h y dr o g e n as e (O n g et al., 2 0 1 5 ). T his or g a nis m is p arti all y abl e t o o v er c o m e 
t hi s c h all e n g e b y s h u nti n g i nt o th e t a g at os e -6 -p h o s p h at e p at h w a y. I nt er esti n gl y, zi n c 
i nt o xi c ati o n als o r es ult e d i n a d e cr e as e i n c a ps ul e pr o d u cti o n, a p h e n ot y p e w hi c h h as 
m aj or i m pli c ati o ns i n vir ul e n c e (O n g et al., 2 0 1 5 ). T h o u g h t h e eff e ct of e x c ess zi n c o n S. 
p n e u m o ni a e m et a b oli s m h as y et t o b e i n v esti g at e d, t o xi cit y is a m aj or c o n c er n, as zi n c 
l e v els i n t h e b o d y ar e k n o w n t o dr asti c all y i n cr e a s e d uri n g i nfl a m m ati o n cr e ati n g a n 
i n h os pit a bl e e n vir o n m e nt f or t h e or g a nis m (T h ur n h a m et al., 2 0 0 7 ). 
1 . 2. 4 Effl u x 
T o c o m b at m et al i nt o xi c ati o n, b a ct eri a h a v e e v ol v e d m e c h a nis m s t o e x p ort e x c ess 
m et al i o ns o ut of t h eir c ell s a n d t h er e b y m ai nt ai n h o m e ost asis. S i mil ar t o ot h er b a ct eri al 
s p e ci es, S tr e pt o c o c c us p n e u m o ni a e e n c o d es C z c D, a pr ot ei n fr o m t h e u bi q uit o us c ati o n 
diff usi o n f a cilit at or ( C D F) f a mil y (H a n e y et al., 2 0 0 5 ). Ori gi n all y c h ar a ct eri z e d as a 










   
   
  
   
C z c D h as o nl y b e e n s h o w n t o pr ot e ct a g ai nst zi n c a n d c o b alt (Ni es, 1 9 9 2 ; Kl o ost er m a n et 
al., 2 0 0 7 ) ( Fi g ur e 1. 2). C z c D is als o p ositi o n e d wit hi n t h e c hr o m os o m e j ust u pstr e a m of 
it s a cti v at or, S c z A (Kl o ost er m a n et al., 2 0 0 7 ). Sc z A w as s h o w n t o r es p o n d t o c o b alt, 
ni c k el, a n d zi n c a n d l e a d t o t h e tr a ns cri pti o n of cz c D (Kl o ost er m a n et al., 2 0 0 7 ). 
Mi cr o arr a y a n al ysis als o i d e ntifi e d g e n es d o w nstr e a m of cz c D t h at ar e r e g ul at e d b y Sc z A 
i n cl u di n g a M er R-f a mil y r e g ul at or wit h pr e di ct e d c o p p er affi nit y, a n d a zi n c -d e p e n d e nt 
al c o h ol d e h y dr o g e n as e, e n c o d e d b y a d h B (Kl o ost er m a n et al., 2 0 0 7 ). Pr e vi o us st u di es 
h a v e i d e ntifi e d zi n c i nt o xi c ati o n as a m e c h a nis m us e d b y n e utr o p hils a n d m a cr o p h a g es t o 
kill b a ct eri a o n c e t h e y ar e i nsi d e t h e c ell (B ot ell a et al., 2 0 1 1 ; Eij k el k a m p et al., 2 0 1 4 ). 
H o w e v er, it r e m ai ns u n k n o w n if p n e u m o c o c c al S c z A a n d C z c D ar e a bl e t o cir c u m v e nt 






   
 
   
  
  
    
  
    
 
 
Fi g ur e 1. 2 M o d el f or zi n c e x p ort i n Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e 
T his m o d el s h o ws zi n c i o ns b ei n g s h uttl e d o ut of t h e c ell t hr o u g h t h e c ati o n diff usi o n
f a cilit at or, C z c D. A d a pt e d fr o m C hrist o p h er M c D e vitt (M c D e vitt, 2 0 1 8 ).
1. 2 .5 Zi n c -D e p e n d e nt R e g ul ati o n 
As b ot h m et al i nt o xi c ati o n a n d st ar v ati o n s er v e as gr e at t hr e at s f or b a ct eri al
s ur vi v al, s yst e ms i n v ol v e d i n m ai nt ai ni n g h o m e ost asis m ust b e stri ctl y r e g ul at e d. I n 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e , t h e pri m ar y pr ot ei n i n v ol v e d i n t h e r eg ul ati o n of zi n c 
h o m e ost asis is t h e a d h esi n c o m p et e n c e r e pr ess or, A d c R (S P 2 1 7 2 ) (P a ni n a et al., 2 0 0 3 ; 
G u err a a n d Gi e dr o c, 2 0 1 4 ) . T h e zi n c -d e p e n d e nt r e g ul at or A d c R b el o n gs t o t h e M ar R 
(m ulti pl e a nti bi oti c r esist a n c e r e pr ess or) -f a mil y of tr a ns cri pti o n al r e g ul at or s (Cl a v er ys, 
2 0 0 1 ; R e y es -C a b all er o et al., 2 0 1 0 ). A d c R w as t h e first of t h e M ar R f a mil y t o b e 




     
 
    
 
   
   
   




   
  




   
    
zi n c a n d ni c k el (G u err a a n d Gi e dr o c, 2 0 1 4 ; M a n z o or et al., 2 0 1 5 ). M ut a nts l a c ki n g A d c R 
w er e f o u n d t o h a v e t w o ti m es t h e a m o u nt of i ntr a c ell ul ar zi n c c o m p ar e d t o t h eir p ar e nt al 
str ai ns , s u g g esti n g a r ol e f or A d c R i n t h e r e g ul ati o n of zi n c u pt a k e (R e y es -C a b all e r o et 
al., 2 0 1 0 ). M ulti pl e g e n e s h a v e b e e n i d e ntifi e d t o f all wit hi n t h e A d c R r e g ul o n, i n cl u di n g 
s o m e t h at ar e tr a ns cri pti o n all y r e pr ess e d a n d o n e t h at i s a cti v at e d b y A d c R. T w o o p er o ns 
i n v ol v ed i n zi n c u pt a k e, a d c AII -p ht D (S P 1 0 0 2 -S P 1 0 0 3 ) a n d a d c A B C (S P 2 1 6 9 -2 1 7 1 ), a n d 
g e n es e n c o di n g p n e u m o c o c c al hi sti di n e tri a d pr ot ei ns p ht A (S P 1 1 7 5 ), p ht B (S P 1 1 7 4 ), a n d 
p ht E (S P 1 0 0 4 ) ar e all tr a ns cri pti o n all y r e pr ess e d b y A d c R d uri n g zi n c -r e pl et e c o n diti o ns 
(R e y e s -C a b all er o et al., 2 0 1 0 ) ( Fi gur e 1. 3) . In c o ntr ast, a zi n c -d e p e n d e nt al c o h ol 
d e h y dr o g e n as e, a d h A 2 (S P 2 0 5 5 ), is tr a ns cri pti o n all y a cti v at e d b y A d c R (R e y es -
C a b all er o et al., 2 0 1 0 ) ( Fi g ur e 1. 3).  A d c R-bi n di n g sit es w er e f o u n d a dj a c e nt t o g e n es 
r e g ul at e d b y A d c R, wit h o n e sit e f o u n d u pstr e a m of a d c A B C , p ht A , a n d a d h , t w o bi n di n g
sit es l o c at e d u pstr e a m of a d c AII -p ht D a n d p ht B , a n d t hr e e bi n di n g sit es u pstr e a m of p ht E 
(P a ni n a et al., 2 0 0 3 ). T h e l o c ati o n of t h e bi n di n g sit es h as b e e n f o u n d t o d et er mi n e 
w h et h er g e n e e x pr essi o n is a cti v at e d or r e pr ess e d b y A d c R. G e n es t h at ar e r e pr ess e d b y 
A d c R h a v e a bi n di n g sit e d o w nstr e a m of t h e pr o m ot er r e gi o n, w h er e as t h e a cti v at e d g e n e 
(a d h A 2 ) h as a bi n di n g sit e u pstr e a m of t h e pr o m ot er (S h af e e q et al., 2 0 1 1 ). T h o u g h A d c R
is k n o w n t o r e g ul at e m ec h a nis m s r es p o nsi bl e f or zi n c u pt a k e, a n d S c z A is k n o w n t o 
r e g ul at e zi n c effl u x s yst e ms, it r e m ai ns u n cl e ar if Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e p oss ess es 





   
   
   




    
  






    
Fi g ur e 1. 3 A d c R re g ul o n of Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e 
D uri n g zi n c -r e pl et e c o n diti o ns, A d c R (s h o w n i n or a n g e) a cts as a tr a ns cri pti o n al 
r e pr ess or b y s u p pr essi n g e x pr essi o n of zi n c i m p ort s yst e ms a d c A B C a n d a d c AII -p ht D 
o p er o ns, a n d of t h e r e m ai ni n g p ht f a mil y pr ot ei ns p ht A , p ht B , a n d p ht E (s h o w n i n bl u e). 
A d diti o n all y, i n zi n c -r e pl et e c o n diti o ns, A d c R s er v es as a tr a ns cri pti o n al a cti v at or f or t h e 
al c o h ol d e h y dr o g e n as e, a d h A 2 . A d a pt e d fr o m S h af e e q et al., M et all o mi cs 2 0 1 1 (S h af e e q 
et al., 2 0 1 1 ).
1. 3 Zi n c i n H e alt h c a r e 
Zi n c is a n ess e nti al tr a c e m et al i o n f or b ot h b a ct eri a a n d v ert e br at es. It i s l ar g el y
im p ort a nt f or r e g ul ati o n of t h e h u m a n i m m u n e r es p o ns e a n d zi n c d efi ci e n c y c a n l e a d t o a
n u m b er of p at h ol o gi es, i n cl u di n g d e cr e as e d T c ell c o u nts, r e d u c e d a nti b o d y f or m ati o n, 
a n d i m p air e d p h a g o c yt osis b y n e utr o p hils a n d m a cr o p h a g es (W elli n g h a us e n et al., 1 9 9 7 ; 
I bs a n d Ri n k, 2 0 0 3). Pr ol o n g e d z i n c d efi ci e n c y i n a ni m als h as b e e n s h o w n t o l e a d t o
i n cr e as e d pr o d u cti o n a n d s e nsiti vit y t o fr e e r a di c als a n d ulti m at el y li v er a n d l u n g dis e as e
(B ur k e a n d F e nt o n, 1 9 8 5 ; K u b o w et al., 1 9 8 6 ). A d diti o n all y, zi n c d efi ci e n c y i n h u m a ns 








    
  
       
 










b e e n li n k e d t o i n cr e as e d ris k f or i nf e cti o us dis e as e s i n cl u di n g di arr h e a, m al ari a, 
HI V/ AI D S, a n d p n e u m o ni a (Fis c h er W al k er a n d Bl a c k, 2 0 0 4 ; H o, 2 0 0 4 ). 
P n e u m o ni a is a l e a di n g c a us e of b ot h m or bi dit y a n d m ort alit y w orl d wi d e, wit h 
n e arl y 9 0 % of d e at hs o c c urri n g i n l ess d e v el o p e d c o u ntri es w h er e zi n c d efi ci e n c y is 
c o m m o n (Bl a c k a n d S a z a w al, 2 0 0 1 ; Willi a ms et al., 2 0 0 2 ) . T h is hi g h pr e v al e n c e of 
p n e u m o ni a i n ar e as w h er e l ar g e p er c e nt a g es of th e p o p ul ati o n ar e zi n c -d efi ci e n t h as le d 
r es e ar c h ers t o i n v esti g at e t h e c orr el ati o n b et w e e n zi n c a n d b a ct eri al p n e u m o ni a. Fi n di n gs 
fr o m a Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e c h all e n g e s h o w e d t h at mi c e f e d a zi n c -p o or di et w er e 
si g nifi c a ntl y m or e s us c e pti bl e t o d e v el o p m e nt of i n v asi v e p n e u m o c o c c al di s e as e w h e n 
c o m p ar e d t o t h os e f e d a zi n c -s uffi ci e nt di et (Str a n d et al., 2 0 0 1 ; Str a n d et al., 2 0 0 3 ). 
T h es e d at a r e v e al e d t h at zi n c li mit ati o n i n t h e h ost c o ul d i m p a ct s e v erit y of 
p n e u m o c o c c al p n e u m o ni a. 
Pr e v e nt ati v e o pti o ns f or p n e u m o c o c c al p n e u m o ni a ar e l ar g el y r eli a nt o n v a c ci n es; 
h o w e v er, d u e t o t h e li mit ati o ns of hi g h c ost a n d i n c o m pl et e s er ot y p e c o v er a g e, S. 
p n e u m o ni a e v a c ci n es ar e n ot c o m m o nl y a d mi nist er e d i n ar e as of hi g h n e e d . M a n y st u di es 
h a v e b e e n c o n d u ct e d t o i n v esti g at e t h e us e of zi n c s u p pl e m e nt ati o n as a tr e at m e nt o pti o n 
f or p n e u m o c o c c al p n e u m o ni a. Fi n di n gs fr o m t h es e st u di es s e e m pr o misi n g , as tr e at m e nt 
wi t h zi n c s u p pl e m e nts h a s b e e n s h o w n t o d e cr e as e t h e l e n gt h of h os pit al st a ys a n d 
m ort alit y ass o ci at e d wit h p n e u m o ni a (Br o o ks et al., 2 0 0 4 ; Br o o ks et al., 2 0 0 5 ). H o w e v er, 
t hi s tr e at m e nt o pti o n i s n ot wit h o ut fl a w, as zi n c-s u p pl e m e nt ati o n w o ul d b e r e q uir e d 








   
  
   
    
   
 
   
  
  
   




s u p pl e m e nt ati o n w o ul d o nl y b e eff e cti v e f or p ati e nts s uff eri n g fr o m zi n c -d efi ci e n c y, as 
e x c ess zi n c c a n l e a d t o a d v ers e eff e cts as w ell. I n h al ati o n or i n g esti o n of e x c ess zi n c c a n 
r es ult i n a c o n diti o n c all e d zi n c f u m e f e v er, w hi c h i n a m o us e m o d el c a n r es ult i n 
i n cr e as e d m a cr o p h a g es a n d l y m p h o c yt es i n t h e l u n gs a n d di g esti v e iss u es (M arrs et al., 
1 9 8 8 ). T h e o b vi o us ass o ci ati o n b et w e e n zi n c a n d i nf e cti o us dis e as e, m a k es zi n c 
h o m e ost asis a pr o mi si n g dr u g t ar g et; h o w e v er, si m pl y s u p pl yi n g zi n c s u p pl e m e nts d o es 
n ot a p p e ar t o b e a r e ali sti c s ol uti o n, as t h e b al a n c e of zi n c s uffi ci e n c y v ers u s i nt o xi c ati o n 
i n t h e h ost is e xtr e m el y d eli c at e. It i s t h er ef or e i m p er ati v e t h at r es e ar c h ers utili z e a m or e 
fi n e-t u n e d a p pr o a c h w h e n t ar g eti n g m et al i o n h o m e ost asis i n b a ct eri al p at h o g e ns. 
I d e ntif yi n g m et all or e g ul at or y p at h w a ys t o t ar g et c o ul d pr o vi d e i nsi g ht i nt o d e v el o pi n g 
tr e at m e nt or pr e v e nt ati v e str at e gi es , wit h t h e g o al of aff or di n g pr ot e cti o n t o a wi d e r a n g e 
of p n e u m o c o c c al s er ot y p es at l o w c ost t o p ati e nts.
1. 4 R es e a r c h Si g nifi c a n c e a n d I n n o v ati o n 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e is t h e l e a di n g kill er of c hil dr e n u n d er t h e a g e of fi v e
w orl d wi d e; a d diti o n all y , it is t h e m ost c o m m o n c a us ati v e a g e nt of c o m m u nit y-a c q uir e d 
p n e u m o ni a. As b ot h a nti bi oti c r esist a n c e a n d s er ot y p e r e pl a c e m e nt ar e o n t h e ris e, 
i d e ntif yi n g n o v el dr u g t ar g ets t o c o m b at t hi s or g a nis m is i m p er ati v e. T h er ef or e, t his w or k 
is si g nifi c a nt i n t h at it pr o vi d es a n u n d erst a n di n g of h o w zi n c is i n v o l v e d i n 
p n e u m o c o c c al i nf e cti o ns a n d ai m s t o i n v esti g ate m e c h a nis m s of c ol o ni z ati o n , i n v asi v e
dis e as e, a n d c ell ul ar m et a b oli s m. Fi n di n gs fr o m t his w or k h a v e c o ntri b ut e d t o t h e fi el d b y 
i d e ntif yi n g zi n c as a f a ct or i n v ol v e d i n t h e d e v el o p m e nt of p n e u m o c o c c al bi ofil ms, 








   
  
   
 
  
       
 
 
pr o vi d e i nsi g ht i nt o h o w p n e u m o c o c c al m et a b olis m i s alt er e d d uri n g a zi n c -li miti n g
e n vir o n m e nt. 
T h e d at a pr e s e nt e d h er e c o ntri b ut e t o t h e u n d erst a n di n g of h o w b a ct eri al 
p at h o g e ns r es p o n d t o c h a n gi n g m et al c o n c e ntr ati o ns, si mil arl y t o w h at w o ul d b e 
e n c o u nt er e d wit hi n t h e h u m a n h ost. T h is w or k is i n n o v ati v e i n t h at it h as utili z e d a n 
i nt erdis ci pli n ar y a p pr o a c h, i n c or p or ati n g t e c h ni q u es fr o m m ol e c ul ar bi ol o g y, b a ct eri al 
p at h o g e n esis, a n d a n al yti c al c h e mi str y t e c h ni q u es t o a ns w er f u n d a m e nt al bi ol o gi c al 
q u esti o ns. I nsi g ht, pr o vi d e d b y t hi s w or k a n d ot h er s , i d e ntifi es h o w zi n c a v ail a bilit y 
i nfl u e n c es m et a b oli s m a n d dise as e , pr es e nti n g pr o mi si n g t ar g ets t h at c o ul d b e utili z e d i n 
t h e d e v el o p m e nt of alt er n ati v e m et al-d e p e n d e nt tr e at m e nt str at e gi es , wit h h o p e of 





















A D C AII O F S T R E P T O C O C C U S P N E U M O NI A E A F F E C T S P N E U M O C O C C A L 
I N V A SI V E N E S S 
Br o w n, L i n ds e y R., S t e v e n M. G u n n ell, A d a m C a ss ell a, L a n c e E. K ell er, L is a A. 
S c h er k e n b a c h, B et h M a n n, M att h e w W. Br o w n, R e b e c c a Hill, N i c h ol as C. Fit z k e e, J as o n 
W.  R os c h, El ai n e I. T u o m a n e n, a n d Justi n A. T h or nt o n 
Br o w n, L. R. et al. ( 2 0 1 6). A d c AII of Str e pt o c o c c u s p n e u m o ni a e Aff e cts P n e u m o c o c c al 
I n v asi v e n ess. P L O S O N E 1 1 , e 0 1 4 6 7 8 5. 
2. 1 A bst r a ct 
A cr oss b a ct eri al s p e ci es, m et al bi n di n g pr ot ei ns c a n s er v e f u n cti o ns i n 
p at h o g e n esis i n a d diti o n t o r e g ul ati n g m et al h o m e ost asis. W e h a v e c o m p ar e d a n d 
c o ntr ast e d t h e a cti viti es of zi n c ( Z n 2 + )-bi n di n g li p o pr ot ei ns A d c A a n d A d c AII i n t h e 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e TI G R 4 b a c k gr o u n d. E x p os ur e t o Z n 2 + -li miti n g c o n diti o ns 
r es ult e d i n d el a y e d gr o wt h i n a str ai n l a c ki n g A d c AII ( Δ A d c AII) w h e n c o m p ar e d t o wil d 
t y p e b a ct eri a or a m ut a nt l a c ki n g A d c A ( ∆ A d c A). A d c AII f ail e d t o i nt er a ct wit h t h e
e xtr a c ell ul ar m atri x pr ot ei n l a mi ni n d es pit e h o m ol o g y t o l a mi ni n-bi n di n g pr ot ei ns of 
r el at e d str e pt o c o c ci.  D el eti o n of A d c A or A d c AII l e d t o si g nifi c a ntl y i n cr e as e d i n v asi o n 
of A 5 4 9 h u m a n l u n g e pit h eli al c ell s a n d a tr e n d t o w ar d i n cr e as e d i n v asi o n i n vi v o. L oss 





   
 
  

















n as o p h ar y n x. O ur fi n di n gs s u g g est t h at e x pr essi o n of A d c AII aff e cts i n v asi v e n ess of S. 
p n e u m o ni a e i n r es p o ns e t o a v ail a bl e Z n2 + c o n c e ntr ati o ns. 
2. 2 I nt r o d u cti o n 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e n or m all y c ol o ni z es t h e h u m a n n as o p h ar y n x 
as y m pt o m ati c all y, b ut c a n als o c a us e s eri o us i nf e cti o ns, i n cl u di n g p n e u m o ni a, 
s e pti c e mi a, a n d b a ct eri al m e ni n gitis. T h us, t h e p n e u m o c o c c us is a bl e t o a d a pt t o a wi d e 
v ari et y of h ost e n vir o n m e nts. A n i m p ort a nt v ari a bl e i n t h es e di v ers e ni c h es is t h e 
c o n c e ntr ati o n of m et als, s u c h as Z n 2 + .  Li mit ati o n of Z n2 + r es ult s i n gr o wt h arr est a n d 
t h us Z n2 + tr a ns p ort is criti c al t o b a ct eri al m ulti pli c ati o n a n d, i n dir e ctl y, t o pr o gr essi o n of
dis e as e. A k e y q u esti o n is w h et h er t h e s e m et al tr a ns p ort ers h a v e a d diti o n al f u n cti o ns 
s u c h as dir e ctl y aff e cti n g a d h er e n c e t o h ost c ell s or t h e e xtr a c ell ul ar m atri x. 
T h e Lr aI (li p o pr ot ei n r e c e pt or a nti g e n I) f a mil y of li p o pr ot ei ns r e pr es e nts o n e 
gr o u p of m et al tr a ns p ort ers. Pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d pr ot ei ns wit hi n t h e Lr aI f a mil y, 
i n cl u di n g t h e m a n g a n es e-bi n di n g pr ot ei n P s a A fr o m S. p n e u m o ni a e , pl a y r ol es i n b ot h 
a d h esi o n a n d m et al tr a ns p ort (R uss ell et al., 1 9 9 0 ; S a m ps o n et al., 1 9 9 4 ). A d h esi o n of 
p n e u m o c o c ci t o n as o p h ar y n g e al e pit h eli al c ell s is r e d u c e d b y a nti b o di es t o P s a A, 
(R o m er o -St ei n er et al., 2 0 0 3 ) a n d P s a A h as b e e n pr o v e n ess e nti al f or vir ul e n c e i n a ni m al 
m o d els w h e n i n o c ul at e d i ntr a n as all y (B err y a n d P at o n, 1 9 9 6 ). 
A d c AII is h o m ol o g o us t o m e m b ers of t h e Lr aI f a mil y, s e v er al of w hi c h h a v e b e e n 























a g al a cti a e a n d Ls p or L b p e x pr ess e d b y Str e pt o c o c c us p y o g e n es ar e b ot h k n o w n t o 
c o nf er l a mi ni n -bi n di n g pr o p ert i es t h at pr o m ot e a d h esi o n a n d i n v asi o n. I n S. a g al a cti a e , a
m ut a nt l a c ki n g L m b s h o ws d e cr e as e d a d h er e n c e t o h u m a n l a mi ni n (S p ell er b er g et al., 
1 9 9 9 ) a n d r e d u c e d i n v asi o n i nt o h u m a n br ai n mi cr o v as c ul ar e n d ot h eli al c ell s ( H B M E C) 
(T e n e n b a u m et al., 2 0 0 7 ). S. p y o g e n es m ut a nts l a c ki n g Ls p ar e d ef e cti v e i n a d h esi o n a n d 
i n v asi o n of e pit h eli al c ell s i n vitr o a n d ar e als o hi g hl y att e n u at e d i n a m uri n e 
s u b c ut a n e o us ul c er m o d el (Els n er e t al., 2 0 0 2; W e st o n et al., 2 0 0 9 ). T his r ais es t h e 
q u esti o n of w h at r ol e A d c AII pl a ys i n p n e u m o c o c c al p h ysi ol o g y. 
Bi o p h ysi c al a n d str u ct ur al st u di es h a v e d e m o nstr at e d t h at A d c AII of S. 
p n e u m o ni a e s er v es as a m et al -bi n di n g r e c e pt or ( M B R) f or Z n 2 + , gi v e n t h e pr es e n c e of a
fl e xi bl e bi n di n g l o o p c o m m o nl y s e e n i n ot h er Z n2 + -bi n di n g tr a ns p ort ers (L ois el et al., 
2 0 0 8 ).  A d diti o n al st u di es i d e ntifi e d t h at A d c AII a ct u all y s er v es as a s e c o n d Z n2 + 
tr a ns p ort er, al o n g wit h A d c A of t h e a d c A B C o p er o n (Di ntil h a c a n d Cl a v er ys, 1 9 9 7 ), 
r e g ul ati n g i ntr a c ell ul ar l e v els of Z n2 + i n p n e u m o c o c c us (B a yl e et al., 2 0 1 1 ).  O nl y
r e c e ntl y, h a v e t h e r el ati v e c o ntri b uti o ns of A d c A a n d A d c AII b e e n i n v esti g at e d 
(Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 a ). Cr yst al str u ct ur e a n al ysis i n di c at e d t h at b ot h pr ot ei ns c o nt ai n a 
hi g hl y h o m ol o g o us Z n 2 + -bi n di n g d o m ai n b ut A d c A h as a s e c o n d Z n 2 + -bi n di n g d o m ai n, 
a bs e nt i n A d c AII (L ois el et al., 2 0 1 1 ). B ot h pr ot ei ns tr a nsf er Z n2 + t o t h e A d c B C
tr a ns p ort er a n d h a v e o v erl a p pi n g f u n cti o ns i n Z n2 + h o m e ost asis. H o w e v er, it h as b e e n 
s u g g est e d t h at A d c AI I m a y pl a y a r ol e i n ot h er ar e as of p at h o g e n esis si n c e histi di n e tri a d 
pr ot ei ns, w hi c h ar e k n o w n t o b e i n v ol v e d i n a d h er e n c e, ar e e n c o d e d dir e ctl y d o w nstr e a m 









    
  






   
  




tri a d pr ot ei ns ar e u pr e g ul at e d d uri n g i n v asi v e p n e u m o c o c c al di s e as e, a n d e x pr essi o n of
a d c AII a n d p ht g e n es is aff e ct e d b y a v ail a bilit y of Z n 2 + (O g u n ni yi et al., 2 0 0 9 ; S h af e e q et 
al., 2 0 1 1 ). A d diti o n all y, tr a ns p os o n m ut a g e n esis i d e ntifi e d A d c AII, A d c B, a n d A d c C as 
b ei n g i n v ol v e d i n c ol o ni z ati o n (v a n O pij n e n a n d C a milli, 2 0 1 2 ). Fl u ct u ati o ns i n a v ail a bl e 
Z n 2 + c o n c e ntr ati o ns wit h i n a h ost c o ul d t h er ef or e s er v e t o alt er e x pr essi o n of t h es e
s urf a c e pr ot ei ns, w hi c h i n t ur n c o ul d h a v e eff e cts o n t h e p at h o g e n’s vir ul e n c e. 
Gi v e n t h e cli ni c al si g nifi c a n c e of p n e u m o c o c c al i nf e cti o ns a n d pr e vi o us w or k 
s h o wi n g t h e i m p ort a n c e of A d c AII h o m ol o gs t o vir ul e n c e i n ot h er s p e ci es, w e 
i n v esti g at e d t h e r el ati v e c o ntri b uti o n of A d c A a n d A d c AII t o pr o c ess es i n cl u di n g
a d h esi o n a n d i n v asi o n. H er e w e s h o w t h at A d c A a n d A d c AII m ut a nts di s pl a y disti n ctl y 
diff er e nt p h e n ot y p es d uri n g c ol o ni z ati o n a n d d uri n g gr o wt h i n zi n c -li miti n g
e n vir o n m e nts. 
2. 3 M at e ri al s a n d M et h o d s 
2. 3. 1  B a ct eri al Str ai ns a n d Gr o wt h C o n diti o n s
N o v a bl u e str ai n E. c oli ( M er c k) w as gr o w n at 3 7 ˚C i n L uri a -B ert a ni (T ett eli n et 
al., 2 0 0 1 ) br ot h wit h a git ati o n or o n L B a g ar s u p pl e m e nt e d, w h e n a p pr o pri at e, wit h 
s p e cti n o m y ci n ( 5 0 μ g/ m L). S. p n e u m o ni a e s er ot y p e 4 str ai ns TI G R 4 a n d t h e 
u n e n c a ps ul at e d TI G R 4 d eri v ati v e T 4 R w er e gr o w n o n tr y pti c s o y a g ar pl at es 
s u p pl e m e nt e d wit h 5 % d efi br i n at e d s h e e p bl o o d, K ai g h n’s m e di u m ( F-1 2 K; A T C C 3 -
2 0 0 4) wit h 2 m M L -gl ut a mi n e a n d 1 5 0 0 m g/ L s o di u m bi c ar b o n at e s u p pl e m e nt e d wit h 





    
 












     
e xtr a ct (L a ur a n c e et al., 2 0 1 2 ). Is o g e ni c m ut a nts of T 4 R l a c ki n g A d c A ( Δ A d c A), a n d 
A d c AII ( Δ A d c AII) w er e cr e at e d usi n g s pli ci n g b y o v erl a p e xt e nsi o n ( S O E) P C R m et h o d 
usi n g er yt hr o m y ci n a n d s p e cti n o m y ci n a nti bi oti c c ass ett es a n d st a n d ar d S. p n e u m o ni a e 
tr a nsf or m ati o n pr o c e d ur e s (H o et al., 1 9 8 9 ). M ut a nts l a c ki n g A d c AII w er e is ol at e d b y
s el e cti o n o n bl o o d a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d wit h er yt hr o m y ci n ( 0. 5 μ g/ m L) a n d ∆ A d c A 
m ut a nts w er e is ol at e d b y s el e cti o n o n bl o o d a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d wit h 
s p e cti n o m y ci n ( 5 0 0 µ g/ m L). D o u bl e m ut a nts ( ∆ A d c A/ ∆ A d c AII) w er e s el e ct e d usi n g 
bl o o d a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d wit h b ot h er yt hr o m y ci n a n d s p e cti n o m y ci n. All m ut a nts 
w er e c o nfir m e d b y P C R. Pri m er s e q u e n c es us e d f or c o nstr u cti o n of m ut a nts ar e li st e d i n 
T a bl e A. 1 . C o m pl e m e nt e d m ut a nts of A d c AII ( Δ A d c AII +) w er e cr e at e d b y cl o ni n g t h e 
a d c AII g e n e fr o m T 4 R b y a m plif yi n g t h e g e n e b y P C R f oll o w e d b y di g esti o n of t h e 
pr o d u ct wit h E c o RI a n d X m aI r estri cti o n e n z y m e s ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs). Pri m ers w er e 
L M B 3 ( 5’ c C G C G A T C C C G G G G G T T A A G G A G T T G T T C A T G A A G A A A C 3’ ) a n d 
L M B 4 ( 5’ C C G C G G A A T T C C T T T C C T C A C T T T A A T T C T T C T G C 3’ ) wit h r estri cti o n 
sit es u n d erli n e d. F oll o wi n g e n z y m ati c di g esti o n, t h e g e n e w as li g at e d wit h t h e p N E -1 
p n e u m o c o c c al s h uttl e v e ct or t h at w as si mil arl y di g est e d. T h e li g ati o n w as tr a ns f or m e d 
i nt o E. c oli str ai n D H 5 α. P urifi e d pl as mi d w as t h e n us e d t o tr a nsf or m ∆ A d c AII str ai ns b y 
st a n d ar d m et h o ds a n d c o m pl e m e nt e d m ut a nts w er e s el e ct e d b y pl ati n g o n bl o o d a g ar 
pl at es s u p pl e m e nt e d wit h er yt hr o m y ci n ( 0. 5 μ g/ m L) a n d s p e cti n o m y ci n ( 5 0 0 μ g/ m L) . 







   
 
   
   





   
   





   
 
2. 3. 2  D N A M a ni p ul ati o n
C hr o m os o m al D N A fr o m TI G R 4 S. p n e u m o ni a e w as p urifi e d b y st a n d ar d 
m et h o ds (S a m br o o k, 1 9 9 8 ). Pl as mi d D N A ( p N E 1) w as pr e p ar e d fr o m E. c oli usi n g 
G e n El ut e H P Pl as mi d Mi di pr e p kit ( Si g m a -Al dri c h). P C R r e a cti o ns c o nt ai n e d 1 0 0 -2 0 0 
n g of c hr o m os o m al D N A, pri m ers at 2 0 0 n M, 2 0 0 µ M of e a c h d N T P, T a k ar a b uff er, a n d 
T a k ar a E x T a q ( Fis h er S ci e ntific) . Aft er i niti al i n c u b ati o n at 9 4 ˚C, r e a cti o ns c o m pl et e d 
3 0 c y cl es of i n c u b ati o n at 9 4 ˚C f or 1 m, 5 3 ˚C f or 1 m, 7 2 ˚C f or 5 m , wit h fi n al 
i n c u b ati o ns at 4 ˚C. 
2. 3. 3  Q u a ntit ati v e R e al-ti m e P C R
S.  p n e u m o ni a e T 4 R w as gr o w n i n T o d d -H e witt m e di u m s u p pl e m e n t e d wit h 0. 5 %
y e a st e xtr a ct t o O. D. 6 0 0 n m of 0. 6 pri or t o t h e a d diti o n of Z n 2 + -c h el ati n g a g e nt T P E N ( 3 0 
μ M) ( Si g m a -Al dri c h) or Z n S O 4 ( 1 0 0 µ M). Aft er a d diti o n of T P E N or Z n S O 4 , b a ct eri a 
w er e i n c u b at e d at 3 7 ˚C f or 5 m. At t h e 5 m ti m e p oi nt 2 m L of b a ct eri al c ult ur e w as 
a d d e d t o 4 m L of R N A pr ot e ct ( Qi a g e n). S a m pl es w er e i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 
5 m. T w o m L of b a ct eri al c ult ur e i n R N A pr ot e ct w as p ell et e d f or 5 m at 1 6 , 0 0 0x g , p ell et 
w as r es us p e n d e d i n 1 m L of c ol d R N as e fr e e P B S, a n d s a m pl es w er e c e ntrif u g e d a g ai n 
f or 5 m at 16 , 0 0 0x g . S u p er n at a nt w as d e c a nt e d a n d p ell et w as r es us p e n d e d i n 4 0 0 µ L 
R L T b uff er ( Qi a g e n) wit h 2 -m er c a pt o et h a n ol ( Si g m a -Al dri c h). S a m pl es w er e s o ni c at e d 
t hr e e ti m es ( 1 5 s), 6 0 0 µ L of R L T b uff er w as a d d e d t o e a c h s a m pl e, a n d s a m pl e w as 
tr a nsf err e d t o 5 0 0 µ L of 0. 7 m m Zir c o ni a b e a ds. S a m pl es w er e b e a d b e at f or 5 m usi n g 





    
  







   
 










f or 1 m . 7 0 0 µ L of s a m pl e w as pl a c e d o v er Qi as hr e d d er ( Qi a g e n) p er m a n uf a ct ur er’s 
i nstr u cti o ns. 1 0 0 % Et h a n ol w as a d d e d at 0. 6 v ol u m e ( 4 2 0 µ L i nt o 7 0 0 µ L) of t h e s a m pl e. 
R N A w as t h e n p urifi e d u si n g a Qi a g e n R N e as y Mi ni Kit ( Qi a g e n), o pti o n al o n -c ol u m n 
D N as e tr e at m e nt w as p erf or m e d, R N A w as q u a ntit at e d usi n g a Q u bit, a n d 5 0 n g f r o m 
e a c h s a m pl e w as us e d t o s y nt h esi z e c D N A usi n g a M a xi m a First Str a n d c D N A s y nt h esis 
kit ( T h er m o S ci e ntifi c). c D N A pr o d u cts w er e dil ut e d 1: 1 0 0 a n d 1 µ L of c D N A w as us e d 
as t e m pl at e f or r e al -ti m e P C R usi n g L u mi n aris C ol or Hi Gr e e n Hi g h R O X q P C R M ast er
Mi x ( T h er m o S ci e ntifi c) p er m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. Oli g o n u cl e oti d e s e q u e n c es f or 
a d c AII w er e 5’ T C G G A T G A T T C A G T C A A G T A G T G a n d 5’ 
C A G A C T T C C T G C C C A A G A T T. Oli g o n u cl e oti d e s e q u e n c es f or a d c A w er e 5’ 
G A T A A G G C T T A C G C A G A A G G T a n d 5’ G T C C A T A G T C C A A G G C A A G A T A G. 
G yr as e A oli g o n u cl e oti d e s e q u e n c es w er e 5’ A T G A C C T C T T G G C T C T G A T T G a n d 5’ 
C A A C T C T G T A C G G C G C T T A T. R el ati v e f ol d c h a n g es w er e d et er mi n e d b y ∆ ∆ Ct 
a n al ysis c o m p ari n g s a m pl es tr e at e d wit h T P E N or Z n S O 4 t o u ntr e at e d c o ntr ols, usi n g
g yr A as a n i nt er n al h o us e k e e pi n g c o ntr ol g e n e. 
2. 3. 4  A d h esi o n Ass a y a n d I n v asi o n Ass a y
A d h esi o n a n d i n v asi o n a ss a ys w er e p erf or m e d i n t h e A 5 4 9 al v e ol ar b as al 
e pit h eli al c ell li n e. C ell s w er e s e e d e d t o 8 0 -9 0 % c o nfl u e n c e i n a 2 4 -w ell pl at e 
(I n vitr o g e n). F or a d h esi o n ass a ys, c ell s w er e i n c u b at e d wit h 1 x 1 0 6 C F U/ m L b a ct eri a at 
3 7 ˚C i n 5 % C O 2 . Aft er 3 0 m, c ell s w er e w as h e d wit h Dul b e c c o’s -P B S wit h C al ci u m a n d 
M a g n esi u m ( D -P B S + C a/ M g) t hr e e ti m es, tr y psi ni z e d, a n d dil ut e d 1: 1 0 i n P B S. 1 0 µ L 



















     
 
 
   
 
w er e pr e p ar e d i n t h e s a m e m a n n er as f or t h e a d h esi o n ass a ys. C ell s w er e i n c u b at e d wit h 
1 x 1 0 6 C F U/ m L b a ct eri a f or 2 h. C ell s w er e t h e n w as h e d t hr e e ti m es wit h D -P B S + C a/ M g 
a n d i n c u b at e d wit h a p pr o pri at e c ell c ult ur e m e di a wit h p e nicilli n/ g e nt a m y ci n ( 1 0 µ g/ m L 
a n d 2 5 0 μ g/ m L, r es p e cti v el y) f or 1 h. C ell s w er e a g ai n w as h e d wit h D -P B S + C a/ M g, 
tr y psi ni z e d, a n d l ys e d wit h 0. 0 1 2 5 % Trit o n X -1 0 0. S eri al dil uti o ns w er e pl at e d o n T S A 
s u p pl e m e nt e d wit h 5 % s h e e p bl o o d a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7 ˚C i n 5 % C O 2 . S o m e 
e x p eri m e nts w er e p erf or m e d i n t h e s a m e m a n n er wit h t h e e x c e pti o n t h at b a ct eri a w er e 
i n o c ul at e d i nt o m e di a c o nt ai ni n g Z n SO 4 ( 2 0 0 µ M) pri or t o b ei n g s e e d e d o nt o A 5 4 9 
m o n ol a y ers. E a c h e x p eri m e nt al c o n diti o n w as p erf or m e d i n t hr e e r e pli c at e w ell s a n d w as 
r e p e at e d at l e ast t hr e e ti m es. 
2. 3. 5  Fl u or es c e n c e Mi cr os c o p y
I n v asi o n ass a ys w er e p erf or m e d as d es cri b e d a b o v e wit h t h e e x c e pti o n t h at A 5 4 9 
c ell s w er e s e e d e d t o 8 0 % c o nfl u e n c y i n 2 w ell c h a m b er sli d es ( N al g e N u n c I nt). Aft er 2 h 
of c o nt a ct wit h b a ct eri a f oll o w e d b y 1 h i n p e ni cilli n/ g e nt a m y ci n s u p pl e m e nt e d m e di a, 
c ell s w er e w as h e d wit h D -P B S + C a/ M g a n d fi x e d wit h 4 % p ar af or m al d e h y d e i n P B S at 
2 5 ˚C f or 1 0 m.  C ell s w er e t h e n ri ns e d t hr e e ti m es wit h P B S a n d bl o c k e d wit h P B S pl us 
0. 5 % B S A, 4 % m o us e s er u m, a n d 0. 5 % Trit o n -X 1 0 0 f or 1 5 -3 0 m.  C ell s w er e i n c u b at e d 
wit h a nti -T E P C -1 5 pri m ar y a nti b o d y ( Si g m a -Al dri c h, s p e cifi c f or p h os p h or yl c h oli n e at 
1: 4 0)  o v er ni g ht at 4 ˚C, ri ns e d t w o ti m es wit h P B S f or 5 m e a c h, pri or t o b ei n g i n c u b at e d 
wit h g o at a nti -m o us e I g A c o nj u g at e d t o r h o d a mi n e ( S o ut h er n Bi ot e c h at 1: 1 0 0) f or 1 h.  
C ell s w er e t h e n ri ns e d t w o ti m es wit h P B S f or 5 m e a c h t h e n 0. 5 m L of 3 0 0 n M D A PI 




   
 








    
  






   
ti m es wit h P B S b ef or e t h e c h a m b ers w er e r e m o v e d, t h e n 1 0 µ L of V E C T A S HI E L D 
M o u nti n g M e di u m ( V e ct or H -1 0 0 0) w as a d d e d, a n d a c o v er sli p w as a p pli e d. C ell s w er e 
vis u ali z e d b y fl u or es c e n c e mi cr os c o p y usi n g a Z eiss A xi os k o p 2 Pl us a n d i m a g e d usi n g a 
C a n o n T 2 E O S a n d s oft w ar e E O S Utilit y 3. 
2. 3. 6  M o u s e C h all e n g es
All e x p eri m e nts i n v ol vi n g a ni m als w er e pl a n n e d a n d c o n d u ct e d i n a c c or d a n c e 
wit h g ui d eli n es of t h e M S U I nstit uti o n al A ni m al C ar e a n d Us e C o m mitt e e (I A C U C 
pr ot o c ol # 1 4 -0 1 6) . T h e c o m mitt e e s p e cifi c all y a p pr o v e d pr o c e d ur es p erf or m e d i n t h e 
st u d y pr es e nt e d h er e. C 5 7 B L/ 6 mi c e w er e m ai nt ai n e d at Bi os af et y L e v el 1 a n d 2 f a ciliti es 
i n t h e Mis sis si p pi St at e U ni v ersit y A ni m al F a cilit y. Si x-w e e k ol d f e m al e mi c e w er e 
a n est h eti z e d wit h i s ofl ur a n e a n d c h all e n g e d i ntr a n as all y wit h eit h er 2 0 µ L of P B S 
c o nt ai ni n g 7 x 1 0 3 (f or c ol o ni z ati o n) or 1 0 0 μ L of P B S c o nt ai ni n g 3. 6 x 1 0 4 (f or i n v asi o n) 
of TI G R 4, Δ A d c A, or Δ A d c AII. At 2 4 h a n d 4 8 h p ost -i nf e cti o n, mi c e w er e h u m a n el y
e ut h a ni z e d b y d e e p is ofl u r a n e i n h al ati o n f oll o w e d b y c er vi c al di sl o c ati o n a n d c o nfir m e d 
b y i n c u b ati o n f or 5 m u n d er C O 2 . D uri n g t h e ti m e c o urs e of t h e i nf e cti o ns, n o mi c e
b e c a m e s e v er el y ill or r e q uir e d e arl y/ h u m a n e e n d p oi nt s a crifi c es. T his w as d et er mi n e d b y 
m o nit ori n g p h ysi c al o r b e h a vi or al c h a n g es i n cl u di n g, w ei g ht l oss, d e h y dr ati o n, l oss of 
b al a n c e, or b e c o mi n g m ori b u n d. N as al w as h es, n a s al tiss u es, a n d bl o o d s a m pl es w er e 
c oll e ct e d. B a ct eri al tit ers w er e d et er mi n e d b y pl ati n g s eri al dil uti o ns o n tr y pti c s o y a g ar 
pl at es s u p pl e m e nt e d wit h 5 % d efi bri n at e d s h e e p bl o o d wit h n e o m y ci n ( 2 0 µ g/ m L), 





















   
 
 
2. 3. 7  Mi cr o arr a y A n al ysis
T o d et er mi n e if l oss of A d c AII i nfl u e n c es gl o b al g e n e e x pr essi o n i n S. 
p n e u m o ni a e , mi cr o arr a y a n al ysis w as p erf or m e d t o c o m p are tr a ns cri pt l e v els b et w e e n 
T 4 R a n d its is o g e ni c m ut a nt Δ A d c AII. T 4 R a n d t h e Δ A d c AII k n o c k o ut str ai n w er e 
c ult ur e d i n C + Y m e di a (L a c ks a n d H ot c h kiss, 1 9 6 0 ). B a ct eri al R N A w as h ar v est e d fr o m 
mi d -l o g-p h as e c ult ur es b y t h e Qi a g e n R N e as y Mi ni Kit ( Qi a g e n). Mi cr o arr a y 
e x p eri m e nts w er e p erf or m e d as d es cri b e d pr e vi o u sl y (Ori h u el a et al., 2 0 0 4 ). W h ol e 
g e n o m e S. p n e u m o ni a e oli g o n u cl e oti d e mi cr o arr a ys o bt ai n e d fr o m t h e P F G R C at t h e J. 
Cr ai g V e nt er I nstit ut e  ( htt p:// pf gr c.j c vi. or g/) w er e us e d f or mi cr o arr a y e x p eri m e nts (l ot 
n u m b ers 6 Q S P 1 1 0 6 2 0 0 7 A a n d 6 Q S P 1 1 0 1 2 0 0 7 A). T h e arr a y c o nsist e d of 7 0 -m er 
oli g o n u cl e oti d e pr o b es r e pr es e nti n g 2 ,0 6 0 o p e n r e a di n g fr a m es fr o m S. p n e u m o ni a e 
str ai n TI G R 4 a n d 4 5 7 fr o m str ai ns G 5 4 a n d R 6, a n d e a c h pr o b e s e q u e n c e w as s p ott e d at 
l e ast fi v e ti m es o n t h e arr a y. D at a h a v e b e e n su b mitt e d t o N C BI u n d er a c c e ssi o n 
G S M 3 5 8 4 2 2, G S M 3 5 8 2 4 2, G S M 3 5 8 2 4 1, G S M 3 5 8 2 3 1, G S M 3 5 8 2 2 9 a n d G S M 3 5 8 1 0 1. 
T o a n al y z e t h e mi cr o arr a y d at a, a s eri es of filtr ati o n al g orit h ms w as a p pli e d t o eli mi n at e 
s p ots wit h p o or -q u alit y d at a. S p ot s fl a g g e d ( as b a d, a bs e nt , or n ot f o u n d) b y t h e i m a g e 
a n al ysis s oft w ar e G e n e Pi x 6. 0 ( A x o n C or p.) a n d s p ots h a vi n g a si g n al -t o-n ois e r ati o l ess 
t h a n 1. 5 or a b a c k gr o u n d-c orr e ct e d si g n al r e a di n g l ess t h a n 2 0 i n b ot h C y 3 a n d C y 5 
c h a n n els w er e e x cl u d e d fr o m a n al ysis. T o c orr e ct t h e i nt e nsi t y bi as, l o ess n or m ali z ati o n 
w as a p pli e d t o e a c h mi cr o arr a y. Of at l e ast fi v e r e pli c at e s p ots o n e a c h arr a y, o nl y g e n es 
w h os e c orr es p o n di n g s p ots p ass e d t h e filt eri n g crit eri o n at l e ast 5 0 % of t h e ti m es w er e 
r e p ort e d i n f urt h er a n al ysis. Of t h e 1 1,9 6 0 s p ot s d e di c at e d t o TI G R 4, a p pr o xi m at el y 



















    
 
t y pi c all y g e n e s p e cifi c, wit h all fi v e s p ots f aili n g t o gi v e a d e q u at e si g n al i nt e nsit y, 
i n di c ati v e of eit h er p o or h y bri di z ati o n t o t h e olig o n u cl e oti d e pr o b e or l o w a b u n d a n c e of 
t h e s p e cifi c tr a ns cri pt. F or e a c h e x p eri m e nt, r es ult s w er e s u m m ari z e d fr o m t hr e e
i n d e p e n d e nt mi cr o arr a y r e pli c at es, w hi c h i n cl u d e d o n e d y e fli p e x p eri m e nt f or a dj usti n g
f or d y e bi as. T h e a v er a g e of t h e f ol d c h a n g es fr o m at l e ast t w o r e pli c at e d e x p eri m e nts f or 
e a c h g e n e w as c al c ul at e d, a n d t h os e wit h a mi ni m u m t w o -f ol d c h a n g e w er e li st e d i n 
r es p e cti v e t a bl es. All g e n es i n cl u d e d i n t h e t a bl e h a d a P-v al u e l ess t h a n 0. 0 5, usi n g a t -
distri b uti o n t est. 
2. 3. 8  W est er n Bl ottin g 
B a ct eri al c ult ur es w er e gr o w n i n T o d d -H e witt m e di u m s u p pl e m e nt e d wit h 0. 5 % 
y e a st e xtr a ct t o a n O. D. 6 0 0 n m of 0. 8. C ult ur es w er e c e ntrif u g e d, a n d p ell ets w er e l ys e d i n 
1 0 0 µ L P n e u m o c o c c al l ysis b uff er ( 0. 0 1 % S D S, 0. 1 % d e o x y c h ol at e , a n d 0. 0 1 5 M s o di u m 
c itr at e). E q u al a m o u nts of pr ot ei n w er e d et er mi n e d usi n g a B C A Pr ot ei n A ss a y ( Pi er c e) 
l o a d e d i n Mi ni-Pr ot e a n g el ( BI O -R A D), tr a nsf err e d usi n g a s e mi -dr y tr a nsf er m et h o d 
( BI O-R A D), bl o c k e d wit h 5 % n o n -f at mil k, a n d pr o b e d wit h a nti-S P 0 4 6 3 ( pil us) as t h e 
pri m ar y a nti b o d y, a n d g o at -a nti m o us e c o nj u g at e d t o h ors er a dis h p er o xi d as e ( H R P ) as 
t h e s e c o n d ar y a nti b o d y. F or w est er n bl ot c o nfir m ati o n of A d c AII c o m pl e m e nt ati o n, 
bl ott e d l ys at es w er e pr o b e d wit h p ol y cl o n al r a b bit a nti s er u m a g ai nst A d c AII ( R o c kl a n d 





   
   
 
 
   





   





2. 3. 9  Pr o d u cti o n of R e c o m bi n a nt A d c AII C o n str u cts
T h e a d c AII g e n e l a c ki n g t h e si g n al s e q u e n c e w as a m plifi e d fr o m TI G R 4 
c hr o m os o m al D N A usi n g pri m ers B M L M B F 2 a n d B M L M B R c o nt ai ni n g E c o RI a n d 
N d eI r estri cti o n sit es, r es p e cti v el y. Pri m er s e q u e n c es li st e d i n T a bl e A. 1 .  R estri cti o n 
di g ests i n cl u d e d 1 0 0 -2 0 0 n g of P C R pr o d u ct or pl as mi d D N A, e n z y m es, i n di c at e d b uff er, 
a n d b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A) w h e n i n di c at e d b y m a n uf a ct ur er ( N e w E n gl a n d 
Bi ol a bs). Di g ests w er e i n c u b at e d f or at l e ast 6 h at 3 7 ˚C a n d D N A w as is ol at e d usi n g 
QI A q ui c k P C R P urifi c ati o n Kit ( Qi a g e n) f or g e n e i ns erts or QI A q ui c k G el E xtr a cti o n kit 
( Qi a g e n) f or pl as mi ds a c c or di n g t o m a n uf a ct ur er’ s i nstr u cti o ns. R estri ct e d P C R pr o d u cts 
w er e li g at e d i nt o pr e vi o u sl y di g est e d e x pr essi o n v e ct or p E T -2 8 (I n vitr o g e n) pri or t o 
tr a nsf or m ati o n i nt o E. c oli usi n g st a n d ar d m ol e c ul ar bi ol o g y t e c h ni q u es. R e c o m bi n a nt 
histi di n e -t a g g e d pr ot ei n w as p urifi e d usi n g HI S-S el e ct Ni c k el Affi nit y G el ( Si g m a -
Al dri c h). 
2. 3. 1 0  D ot Bl ot 
I nt er a cti o n b et w e e n A d c AII a n d h u m a n m atri x pr ot ei ns w as d et er mi n e d b y d ot 
bl ot a n al ysis as pr e vi o usl y d es cri b e d (Els n er et al., 2 0 0 2 ). Usi n g a BI O-D O T v a c u u m 
a p p ar at us ( Bi o -R a d), 2 μ g, 5 μ g, a n d 1 0 μ g of c oll a g e n ( Si g m a -Al dri c h), fi br o n e cti n, a n d 
l a mi ni n ( Si g m a-Al dri c h) w er e tr a nsf err e d i n 2 0 μ L s p ots o nt o P V D F m e m br a n e 
( Milli p or e) pr e vi o usl y s o a k e d wit h 1 0 0 % m et h a n ol a n d ri ns e d i n tr a nsf er b uff er ( 4. 5 % 
Tris, 2 2 % gl y ci n e, 5 % m et h a n ol).  A nti -A d c AII p ol y cl o n al a nti s er u m s er v e d as a c o ntr ol 
f or bi n di n g t o t h e m e m br a n e. T h e bl ot w as bl o c k e d f or 3 0 m i n P B S + T w e e n 2 0 ( P B S T )















   
( 1 0 μ g/ m L) i n P B S T -2 % B S A f or 2 h at r o o m t e m p er at ur e.  A d c AII w as bi oti n l a b el e d 
usi n g t h e Bi oti n L a b eli n g Kit ( R o c h e) p er m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns.  Aft er i n c u b ati o n 
wit h bi oti n yl at e d A d c AII, t h e bl ot w as w as h e d wit h P B S T a n d i n c u b at e d wit h 
h ors er a dis h p er o xi d as e str e p ta vi di n ( 1: 5 ,0 0 0) ( V e ct or L a b or at ori es) pri or t o a n ot h er w as h 
a n d d e v el o p m e nt usi n g S u p er Si g n al W est Pi c o C h e mil u mi n es c e nt S u bstr at e ( T h er m o 
S ci e ntifi c).  F or a l a mi ni n -bi n di n g c o ntr ol, r e c o m bi n a nt 3 7/ 6 7 k D a l a mi ni n r e c e pt or 
pr ot ei n w as us e d as a pr o b e a n d d e v el o p e d usi n g a nti -L R m A b ( 1: 5 0 0) ( A b c a m) a n d 
H R P -c o nj u g at e d g o at a nti -m o us e s e c o n d ar y ( 1: 1 0 ,0 0 0) ( Bi o -R a d).  
2. 3. 1 1  Bi o p h ysi c al C h ar a ct eriz ati o n
Cir c ul ar di c hr ois m ( C D) e x p eri m e nts w er e p erf or m e d o n a n Olis D S M 2 0 
s p e ctr o p ol ari m et er.  Pr ot ei n c o n c e ntr ati o ns w er e e sti m at e d usi n g a n e xti n cti o n c o effi ci e nt 
at 2 8 0 n m of 2 4, 4 1 0 M -1 c m -1 (P a c e a n d W e er a p a n a, 2 0 1 4 ).  A d c AII w as m e as ur e d i n a 
0. 1  m m p at hl e n gt h c ell at a c o n c e ntr ati o n of 4 2 µ M at 2 5 ˚C i n 2 5 m M Tris b uff er p H 
7. 5. D at a w er e c oll e ct e d at i nt er v als of 0. 5 n m o v er t h e f ar -U V r a n g e of 2 6 0 t o 1 9 0 n m.  
Aft er d at a c oll e cti o n, s p e ctr a w er e s m o ot h e d usi n g t h e S a vits k y -G ol a y al g orit h m o v er a 
wi n d o w si z e of 2 5 p oi nt s (Gr e e nfi el d, 2 0 0 7 ).  T h e pr o c ess e d d at a w er e a n al y z e d usi n g
t h e C D S S T R pr o gr a m t o pr e di ct t h e s e c o n d ar y str u ct ur e c o nt e nt (H e n n ess e y a n d 
J o h ns o n, 1 9 8 1 ; Sr e er a m a a n d W o o d y, 1 9 9 3 ). T o f a cilit at e a n al ysis, a c o n v e ni e nt P yt h o n 
pr o gr a m w as d e v el o p e d, str e a mli ni n g d at a a n al ysi s f or t h e C D S S T R c or e pr o gr a m. T his 
pr o gr a m r u ns o n M a c, Li n u x, a n d Wi n d o ws c o m p ut ers a n d is a v ail a bl e at 
htt p://fit z k e e. c h e mi str y. mss t at e. e d u/s oft w ar e/. T h e cr yst al str u ct ur e of A d c AII ( P D B I D 








   
  
 












(L ois el et al., 2 0 0 8 ). B a c k b o n e s e c o n d ar y str u ct ur e i n t h e cr yst al str u ct ur e w as assi g n e d 
usi n g D S S P (K a bs c h a n d S a n d er, 1 9 8 3 ).
D y n a mi c li g ht s c att eri n g ( D L S) m e as ur e m e nts w er e c oll e ct e d o n a W y att 
D y n a Pr o N a n o St ar i nstr u m e nt u n d er i d e nti c al c o n diti o ns as C D m e as ur e m e nts.  S a m pl es 
w er e filt er e d usi n g a n A n ot o p 1 0 s yri n g e filt er wit h a 0. 0 2 µ m p or e si z e ( G E H e alt h c ar e 
Lif e S ci e n c es). S a m pl e l oss d uri n g filtr ati o n w as d et er mi n e d t o b e mi ni m al ( < 1 0 %) 
b as e d o n a bs or b a n c e m e a s ur e m e nts.  C u m ul a nt a n d r e g ul ari z ati o n a n al ysis w er e b ot h 
a p pli e d t o t h e D L S d at a a n d a gr e e d t o wit hi n 2 Å wit h l o w p ol y dis p ersit y ( < 2 0 %).  T h e 
n ati v e st at e h y dr o d y n a mi c r a di us ( RH ) w as esti m at e d fr o m t h e cr yst al str u ct ur e ( P D B 
3 C X 3) b y di vi di n g t h e l ar g est C α -C α dist a n c e b y t w o ( R H ≈ 3 0. 5 Å). 
2. 3. 1 2  St atisti cs
I n i nst a n c es w h er e v al u e s fr o m t hr e e or m or e e x p eri m e nts w er e c o m p ar e d, w e 
us e d a t w o -t ail e d St u d e nt’s t-t est t o t est f or st atisti c al si g nifi c a n c e. A P v al u e l ess t h a n 
0. 0 5  w as c o nsi d er e d si g nifi c a nt.
2. 4 R es ults 
2. 4. 1  R el ati v e I m p ort a n c e of A d c A a n d A d c AII d u ri n g Z n2 + L i mit ati o n
Pr e vi o us w or k i n t h e l a b or at or y -a d a pt e d str ai ns D 3 9 a n d R 6 h a v e s h o w n t h at 
e x pr essi o n of b ot h a d c A a n d a d c AII is i m p ort a nt f or gr o wt h i n l o w Z n 2 + c o n diti o ns 





   
  
   
 








TI G R 4, wil d t y p e ( T 4 R) a n d is o g e ni c m ut a nts ∆ A d c A, ∆ A d c AII, a n d ∆ A d c A/ A d c AII 
w er e gr o w n i n T H Y m e di a c o nt ai ni n g v ari o us c o n c e ntr ati o ns of t h e Z n 2 + -s p e cifi c 
c h el at or, N, N, N', N' -T etr a kis -( 2-p yri d yl m et h yl) et h yl e n e di a mi n e ( T P E N) (Pl u m ptr e et al., 
2 0 1 4 a ). I n t h e a bs e n c e of T P E N, o nl y t h e d o u bl e m ut a nt ∆ A d c A/ A d c AII displ a y e d a 
gr o wt h d ef e ct ( Fi g ur e 2 . 1 A). Titr ati o n of t h e T P E N c o n c e ntr ati o n i n di c at e d t h at Δ A d c AII 
d e m o nstr at e d d el a y e d gr o wt h c o m p ar e d t o wil d t y p e T 4 R at c o n c e ntr ati o n s w h er e gr o wt h 
of ∆ A d c A w as virt u all y u n aff e ct e d ( Fi g ur e 2 . 1B).  S u p pl e m e nt ati o n of T P E N -c o nt ai ni n g 
m e di a wit h Z n S O 4 c o m pl e m e nt e d t h e gr o wt h d ef e ct of Δ A d c AII, c o nfir mi n g t h e eff e ct 
w as Z n 2 + -d e p e n d e nt ( d at a n ot s h o w n). B as e d o n t h es e r es ult s, A d c AII a p p e ars t o b e m or e 






    
 
 





Fi g ur e 2. 1 Eff e cts of zi n c c o n c e ntr ati o n o n gr o wt h of A d c m u t a nts
R e pr es e nt ati v e gr o wt h c ur v e fr o m t hr e e r u ns of T 4 R wil dt y p e a n d A d c m ut a nts gr o w n i n 
T H Y m e di a ( p H 6. 5) i n t h e a bs e n c e ( A) or pr es e n c e ( B) or t h e Z n -s p e cifi c c h el at or T P E N 
( 2 1 µ M). 
W e als o ass ess e d t h e r el ati v e e x pr essi o n of a d c A a n d a d c AII u n d er Z n 2 + -li miti n g
a n d s uffi ci e nt c o n diti o ns. A d diti o n of t h e Z n 2 + c h el at or t o wil d t y p e T 4 R r e s ult e d i n 4 2 -
f ol d u pr e g ul ati o n of a d c AII b ut o nl y 4 -f ol d u pr e g ul ati o n of a d c A ( Fi g ur e 2. 2 A). I n t h e 
∆ A d c AII str ai n, a d c A u pr e g ul ati o n i n t h e pr es e n c e of t h e c h el at or w as still o nl y m o d est at 







   
 
     




   
 
8 0 -f ol d i n t h e pr es e n c e of T P E N ( Fi g ur e 2. 2 C). T h us, it a p p e ars t h at a d c AII e x pr essi o n is 
m or e ti g htl y c o u pl e d t o Z n 2 + c o n c e ntr ati o n i n t h e e n vir o n m e nt t h a n a d c A .
Fi g ur e 2. 2 Eff e cts of zi n c o n e x pr es si o n of a d c A a n d a d c AII i n zi n c ri c h ( 1 0 0 µ M 
Z n S O 4 ) or l o w zi n c e n vir o n m e nt ( 3 0 µ M T P E N) 
A) E x pr essi o n of a d c A ( gra y) a n d a d c AII ( bl a c k) i n wil d t y p e T 4 R as m e as ur e d b y q R T -
P C R ∆ ∆ C T a n al ysis. B) E x pr essi o n of a d c A i n ∆ A d c AII. C) E x pr essi o n of a d c AII i n 
∆ A d c A. 
2. 4. 2 C o ntri b uti o n of A d c A a n d A d c AII t o C ol o niz ati o n a n d In v asi o n. 
H o m ol o gs of A d c AII h a v e b e e n s h o w n i n r el at e d b a ct eri al s p e ci es t o pl a y a r ol e 
i n a d h esi o n a n d i n v asi o n of h ost c ell s (Els n er et al., 2 0 0 2 ; T er a o et al., 2 0 0 2 ; T e n e n b a u m 
et al., 2 0 0 7 ). T o d et er mi ne if A d c AII s er v es a si mil ar f u n cti o n f or p n e u m o c o c c us , w e
p erf or m e d a d h esi o n a n d i n v asi o n ass a ys i n t h e A 5 4 9 h u m a n l u n g e pit h eli al c ell li n e. 



















a d h er e nt t o A 5 4 9 c ell s, w hil e l oss of A d c A l e d t o n o c h a n g e i n a bilit y t o a d h er e. L oss of 
b ot h A d c A a n d A d c AII l e d t o a si g nifi c a nt d e cr e a s e i n a d h er e n c e ( Fi g ur e 2. 3 A; 
* * p < 0. 0 0 0 5). H o w e v er, b ot h ∆ A d c A a n d ∆ A d c AII str ai ns w er e si g nifi c a ntl y m or e 
i n v asi v e i n c o m p aris o n t o wil d ty p e T 4 R ( Fi g ur e 2. 3 B; * p < 0. 0 0 5). T h e h y p eri n v asi v e 
p h e n ot y p e of ∆ A d c AII a n d ∆ A d c A a p p e ars t o b e d u e t o i ns uffi ci e nt zi n c a c q uisiti o n. 
W h e n zi n c is s u p pl e m e nt e d at 2 0 0 µ M i nt o m e di a pri or t o i n v asi o n ass a ys, t h e i n v asi v e 
p h e n ot y p e of t h e m ut a nts mi mi c t h at of t h e wil d t y p e ( Fi g ur e 2. 3 C ). I n v asi o n d at a is n ot
s h o w n f or t h e ∆ A d c A/ ∆ A d c AII str ai n d u e t o a gr o wt h d ef e ct of t h e str ai n d uri n g t h e 2 h 
i n c u b ati o n r e q uir e d f or i n v asi o n ass a ys. W e b eli e v e t hi s t o b e a r es ult of t h e m ut a nt’s 
i n a bilit y t o a c q uir e s uffi cie nt zi n c si n c e s u p pl e m e nt ati o n of 1 0 0 µ M Z n S O 4 r est or e d 
gr o wt h of t h e ∆ A d c A/ ∆ A d c AII m ut a nt ( d at a n ot s h o w n). I n cr e as e d i n v asi o n of ∆ A d c A 
a n d ∆ A d c AII as c o m p ar e d t o wil d t y p e T 4 R w as als o c o nfir m e d usi n g fl u or es c e nt 
mi cr os c o p y of A 5 4 9 c ell s. T h e i n v asi v e p h e n ot y p e of t h e c o m pl e m e nt e d ∆ A d c AII str ai n 
( ∆ A d c AII +) r et ur n e d cl o s el y t o t h at of wil d t y p e T 4 R ( Fi g ur e 2. 3 D ). W est er n bl ot
c o nfir m e d e x pr essi o n of A d c AII i n o ur c o m pl e m e nt e d Δ A d c AII + str ai n, b ut e x pr essi o n 
w as n ot e q u al t o t h at of wil d t y p e T 4 R ( Fi g ur e B. 1 ). T his c o ul d e x pl ai n w h y i n v asi o n 
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Fi g ur e 2. 3 Eff e ct of A d c A a n d A d c AII o n a d h esi o n a n d i n v a si o n i n A 5 4 9 c ell li n e 
A) A d h esi o n r el ati v e t o T 4 R ( 1 0 0 % r e pr es e nti n g a p pr o xi m at el y 0. 9 % of i n o c ul u m 
a d h er e d). B a ct eri a w er e i n c u b at e d wit h A 5 4 9 c ell s f or 3 0 m i n 2 4 -w ell pl at e s a n d 
a d h er e nt b a ct eri a w er e q u a ntit at e d. * * = P < 0. 0 0 0 5. B) I n v asi o n r el ati v e t o T 4 R ( 1 0 0 % 
r e pr es e nti n g a p pr o xi m at el y 0. 0 3 % of i n o c ul u m i n v a d e d). B a ct eri a w er e i n c u b at e d f or 2 h 
wit h A 5 4 9 c ell s, f oll o w e d b y 1 h i n t h e pr es e n c e of a nti bi oti cs t o kill e xtr a c ell ul ar 
b a ct eri a; c ell s w er e l ys e d, a n d i ntr a c ell ul ar b a ct eri a w er e q u a ntit at e d. * = P < 0. 0 0 5 a n d 
* * = P < 0. 0 0 0 5. C ) I n v asi o n r el ati v e t o T 4 R ( %). B a ct eri a w er e i n c u b at e d f or 2 h wit h 
A 5 4 9 c ell s wit h 2 0 0 µ M Z n S O 4 , f oll o w e d b y 1 h i n t h e pr es e n c e of a nti bi oti cs t o kill
e xtr a c ell ul ar b a ct eri a; c ell s w er e l ys e d, a n d i ntr a c ell ul ar b a ct eri a w er e q u a ntit at e d. D ) 
Fl u or es c e nt i m a g es of A 5 4 9 c ell s i n c u b at e d wit h T 4 R, ∆ A d c A Δ A d c AII, ∆ A d c AII + as i n 
B.  C ell s w er e w as h e d, p er m e a bili z e d, a n d b a ct eri a w er e st ai n e d wit h a nti -T E P C -1 5 
a nti b o d y (i n r e d).  C ell n u cl ei ar e st ai n e d wit h D A PI ( bl u e). All e x p eri m e nts w er e 
c o n d u ct e d at l e ast t hr e e ti m es. E a c h e x p eri m e nt c o nsist e d of tri pli c at e s a m pl e w ell s. N S 





   





    
 
 
   
 
    
  
 
U n e n c a ps ul at e d T 4 R fr o m t h e TI G R 4 str ai n b a c k gr o u n d w as us e d f or a d h esi o n 
a n d i n v asi o n ass a ys si n c e e n c a ps ul at e d str ai ns ar e k n o w n t o p o orl y i n v a d e i n vitr o, a n d 
o ur g o al w as t o s p e cifi c all y u n d erst a n d t h e r ol e of s urf a c e pr ot ei ns. I n cr e as e d i n v asi o n 
w as n ot d u e t o gr o wt h diff er e n c es b et w e e n t h e str ai ns as d et er mi n e d b y c o m p ari n g 
gr o wt h i n F -1 2 K ( A 5 4 9) m e di a ( d at a n ot s h o w n).  
T o ass ess t h e f u n cti o ns of A d c A a n d A d c AII i n vi v o, mi c e w er e c h all e n g e d
i ntr a n as all y wit h S. p n e u m o ni a e TI G R 4, T 4 ∆ A d c A, a n d T 4 ∆ A d c AII. N as al w as h es, n as al 
ti ss u es, a n d bl o o d tit ers w er e c oll e ct e d at 2 4 a n d 4 8 h p ost-i nf e cti o n. T h e T 4 ∆ A d c AII
str ai n w as f o u n d i n si g nifi c a ntl y l ess a b u n d a n c e i n n as al w as h es a n d n as al tiss u es t a k e n 
2 4 h p ost -i n o c ul ati o n; h o w e v er, n o si g nifi c a nt diff er e n c es w er e s e e n wit h T 4 ∆ A d c A. 
H o w e v er, at 4 8 h p ost -c h all e n g e, n o si g nifi c a nt diff er e n c es w er e s e e n b et w e e n TI G R 4 
a n d t h e m ut a nts i n eit h er n as al w as h es or n as al tiss u es ( Fi g ur e 2. 4 A). T h us, a m o d est 
c ol o ni z ati o n d ef e ct w as s e e n o nl y f or T 4 Δ A d c AII a n d o nl y e arl y aft er c h all e n g e. 
Ass ess m e nt of i n v asi o n a s d et er mi n e d b y bl o o d b a ct eri al c o u nts d e m o nstr at e d a tr e n d f or 
i n cr e as e d i n v asi o n f or b ot h T 4 ∆ A d c A a n d T 4 ∆ A d c AII, t h o u g h t h es e d at a di d n ot r e a c h 
st atisti c al si g nifi c a n c e ( Fi g ur e 2. 4 B). Si mil arl y, t o t h e i n vitr o ass a ys, t h e 
T 4 ∆ A d c A/ ∆ A d c AII str ai n w as n ot us e d d uri n g a ni m al c h all e n g es d u e t o gr o wt h 










Fi g ur e 2. 4 Eff e ct of A d c AII o n i n vi v o c ol o ni z ati o n a n d i n v asi o n 
A) F or c ol o ni z ati o n st u di es, mi c e w er e i n o c ul at e d i ntr a n as all y wit h b a ct eri a ( 7 x 1 0 3 
C F U / m L). At 2 4 a n d 4 8 h, mi c e w er e s a crifi c e d a n d 2 0 0 µ L of P B S w as p ass e d fr o m t h e 
tr a c he a t hr o u g h t h e n os e. N as al p ass a g es w er e als o c oll e ct e d, h o m o g e ni z e d, a n d s eri al 
dil uti o ns w er e pl at e d. B) F or i n v asi o n st u di es, mi c e w er e i n o c ul at e d i ntr a n a s all y wit h 
b a ct eri a ( 3. 6 x 1 0 4 C F U / m L). S eri al dil uti o ns of bl o o d s a m pl es w er e pl at e d at 2 4 h a n d 4 8 





    
 
    
     












2. 4. 3 Zi n c -D e p e n d e nt G e n e E x pr essi o n. 
Mi cr o arr a y a n al ysis w as us e d t o c o m p ar e diff er e nti al g e n e e x pr essi o n b et w e e n 
TI G R 4 a n d t h e ∆ A d c AII str ai n. T e n g e n es w er e u pr e g ul at e d, a n d t w el v e g e n es w er e 
d o w nr e g ul at e d i n ∆ A d c AII. S o m e of t h e g e n es u pr e g ul at e d i n t h e ∆ A d c AII str ai n i n cl u d e 
p ht D a n d a v -t y p e A T P s y nt h as e. S o m e of t h e g e n es t h at w er e t h e m ost str o n gl y
d o w nr e g ul at e d i n cl u d e n e ur a mi ni d as e B, a 5 0 S ri b os o m al pr ot ei n, a n d a si ali d as e B 
pr e c urs or ( T a bl e A. 2 ). W hil e t h e g e n e e n c o di n g p ht D (S P 1 0 0 3 ) is dir e ctl y d o w nstr e a m of 
t h e g e n e f or a d c AII (S P 1 0 0 2 ), u pr e g ul ati o n w as n ot d u e t o p ol ar eff e cts si n c e 
s u p pl e m e nt ati o n wit h zi n c d e cr e as e d t h e u pr e g ul ati o n ( Fi g ur e B. 2 ). I n or d er t o
i n v esti g at e t h e r ol e P ht D m a y h a v e i n t h e h y p eri n v asi v e p h e n ot y p e of Δ A d c AII, w e
p erf or m e d i n v asi o n ass a ys as pr e vi o usl y d es cri b e d. I nt er esti n gl y, w e s a w t h at Δ P ht D h a d 
a si mil ar p h e n ot y p e t o Δ A d c AII as it w as a p pr o xi m at el y t hr e e ti m es m or e i n v asi v e t h a n 
wil d t y p e T 4 R ( Fi g ur e B. 3 ) ( p < 0. 0 5). T h us, i n di c ati n g t o us t h at t h o u g h p ht D is 
u pr e g ul at e d i n Δ A d c AII, it is n ot r es p o nsi bl e f or t h e h y p eri n v asi v e p h e n ot y p e. 
T h e t w o -c o m p o n e nt s yst e ms C b p R/ S a n d H K/ R R 0 3 a n d t h e m et all or e g ul at ors 
M er R a n d P s a R ar e k n o w n t o d o w n-r e g ul at e e x pr essi o n of pil us (R os c h et al., 2 0 0 8 ). 
M ut ati o ns i n t h es e l o ci r e s ult i n h y p er -i n v asi o n of e pit h eli al c ell s si mil ar t o t h at s e e n wit h 
Δ A d c AII (R os c h et al., 2 0 0 8 ). T his si mil arit y s u g g est e d a p ot e nti al r ol e f or A d c AII i n 
r e g ul ati n g pil us g e n e e x pr essi o n. W hil e mi cr o arr a y a n al ysis di d n ot i d e ntif y c h a n g es i n 
pil us g e n e e x pr essi o n i n Δ A d c AII, w est er n bl ot w as us e d t o ass ess e x pr essi o n of pil us i n 
wil d t y p e T 4 R, Δ A d c A, a n d Δ A d c AII; h o w e v er, n o si g nifi c a nt diff er e n c es w er e s e e n 






   
 









   
Fi g ur e 2. 5 W est er n bl ot ass essi n g pil us S P 0 4 6 3 e x pr essi o n 
L ys at es fr o m T 4 R, Δ A d c A, a n d Δ A d c AII str ai ns w er e bl ott e d a n d pr o b e d wit h a nti -
S P 0 4 6 3 a nti b o d y a n d d e v el o p e d.  Bl a c k arr o w h e a d i n di c at es S P 0 4 6 3 pil us m o n o m er. 
2. 4. 4 Ass ess m e nt of P ot e nti al L a mi ni n B i n di n g. 
A d c AII h o m ol o gs, L m b of S. a g al a cti a e a n d L b p or Ls p of S. p y o g e n es , h a v e
b e e n s h o w n t o i nt er a ct wit h t h e e xtr a c ell ul ar m atri x pr ot ei n l a mi ni n, i n cr e asi n g a d h esi o n 
t o h ost c ell s (S p ell er b er g et al., 1 9 9 9 ; Els n er et al., 2 0 0 2 ; T er a o et al., 2 0 0 2 ).  Gi v e n t h e 
d e gr e e of h o m ol o g y b et w e e n A d c AII a n d t h es e pr ot ei ns ( > 6 0 % i d e ntit y), w e i n v esti g at e d 
a p ot e nti al r ol e f or A d c AII i n i nt er a cti o n wit h e xtr a c ell ul ar m atri x pr ot ei ns.  F or t h es e 
st u di es t h e a d c AII g e n e fr o m S. p n e u m o ni a e TI G R 4 w as e x pr ess e d as a r e c o m bi n a nt 
pr ot ei n a n d p urifi e d b y affi nit y c hr o m at o gr a p h y.  Usi n g a d ot bl ot t e c h ni q u e, A d c AII 
f ail e d t o i nt er a ct wit h h u m a n l a mi ni n ( Fi g ur e 2. 6) or t h e e xtr a c ell ul ar m a tri x pr ot ei ns 
c oll a g e n or fi br o n e cti n ( d at a n ot s h o w n). A d diti o n all y, i nt er a cti o n of l a mi ni n a n d 
r e c o m bi n a nt A d c AII b y c o-i m m u n o pr e ci pit ati o n or E LI S A c o ul d n ot b e d e m o nstr at e d 
( d at a n ot s h o w n).  T o g et h er, t h es e d at a i n di c at e t h at w hil e hi g hl y h o m ol o g o us t o l a mi ni n -





   





   
 
  
     
 
   
 
   
Fi g ur e 2. 6 D ot bl ot d e m o nstr ati n g l a c k of l a mi ni n bi n di n g b y A d c AII 
A) L a mi ni n ( 2 μ g, 5 μ g, a n d 1 0 μ g s p ots) or a nti -A d c AII a nti b o d y ( 1: 1 0 0, 1: 1 0 0 0, 1: 5 0 0 0 
s p ots) as c o ntr ol w er e pr o b e d wit h bi oti n yl at e d r e c o m bi n a nt A d c AII pr ot ei n. B) T o 
d e m o nstr at e l a mi ni n c o ul d i nt er a ct wit h li g a n ds usi n g t hi s m et h o d l a mi ni n pr ot ei n ( 2 μ g, 
5 μ g, a n d 1 0 μ g s p ots) or a nti -l a mi ni n r e c e pt or a nti b o d y ( 1: 1 0 0, 1: 1 0 0 0, 1: 5 0 0 0 s p ots) as 
a c o n tr ol pr o b e d wit h r e c o m bi n a nt l a mi ni n r e c e pt or a n d d e v el o p e d wit h a nti-L R 
a nti b o d y. 
2. 4. 5 Bi o p h ysi c al C h ar a ct eriz ati o n of A d c AII.  
Cir c ul ar di c hr ois m ( C D) s p e ctr os c o p y a n d d y n a mi c li g ht s c att eri n g ( D L S) w er e 
us e d t o c o nfir m t h e f ol d e d c o n f or m ati o n of A d c AII.  T h e f ar-U V C D s p e ctr u m of A d c AII 
s u g g ests a f ol d e d str u ct ur e ( Fi g ur e B. 4 ), a n d si n g ul ar v al u e d e c o m p ositi o n ( S V D) of C D 
d at a pr e di ct a n α -h eli c al c o nt e nt of 4 6 % a n d a β -str a n d c o nt e nt of 7 %. T h e s e v al u es ar e i n 
g o o d a gr e e m e nt wit h t h e cr yst al str u ct ur e of A d c AII ( 3 8 % α -h eli x a n d 1 1 % β -str a n d) 
(L ois el et al., 2 0 0 8 ).  T h e D L S r es ult s als o s u g g est a c o m p a ct, gl o b ul ar str u ct ur e f or
p urifi e d A d c AII ( Fi g ur e B. 4 ). T h e o bs er v e d h y dr o d y n a mi c r a di us (M ellr ot h et al. ) fr o m 
D L S is 2 7. 5 ± 0. 4 Å, a n d t hi s is als o i n g o o d a gr e e m e nt wit h t h e r a di us pr e di ct e d usi n g 






   
 














i n its n ati v e c o nfir m ati o n; t h er ef or e, t h e l a c k of d et e ct a bl e bi n di n g t o E C M c o m p o n e nts is 
n ot a r es ult of misf ol d e d or a g gr e g at e d pr ot ei n, b ut r at h er a n i ntri nsi c pr o p ert y of t h e 
pr o t ei n it s elf.
2. 5 Dis c u ssi o n 
T h e g o al of t h e c urr e nt st u d y w as t o e x p a n d t h e p ossi bl e f u n cti o n al r ol es of t h e S. 
p n e u m o ni a e Z n 2 + -bi n di n g li p o pr ot ei ns A d c AII a n d A d c A fr o m m et al tr a ns p ort t o 
vir ul e n c e. Pr ot ei ns h o m ol o g o us t o A d c AII h a v e b e e n f o u n d t o i nt er a ct wit h t h e 
e xtr a c ell ul ar m atri x pr ot ei n l a mi ni n a n d c o ntri b ut e t o vir ul e n c e b y p arti ci p ati n g i n 
a d h esi o n (S p ell er b er g et al., 1 9 9 9 ).  A d c A f ail e d t o s h o w a n y si g nifi c a nt p h e n ot y p e i n 
t h es e a cti viti es a n d t h us a p p e ars t o b e li mit e d t o m et al tr a ns p ort. I n c o ntr ast, A d c AII
s h o w e d e xt e nsi v e r ol es i n a cti viti es b e y o n d m et al tr a ns p ort.  A d c AII di d n ot ass o ci at e 
wit h l a mi ni n as m e as ur e d b y affi nit y c hr o m at o gr a p h y, d ot bl ot a n al ysis, a n d c o -
i m m u n o pr e ci pit ati o n. H o w e v er, l oss of A d c AII att e n u at e d a d h esi o n a n d str o n gl y
i n cr e as e d i n v asi o n of h ost c ell s. T his d at a c o m bi n e d wit h o ur d at a s h o wi n g g e n e 
e x pr essi o n of a d c A , a d c AII , a n d p ht D ar e zi n c -d e p e n d e nt l e a ds us t o b eli e v e t h at t h e 
h y p er -i n v asi v e n ess of ∆ A d c A a n d ∆ A d c AII is a r es ult of t h e zi n c li mit ati o n. T his i s 
u n d erli n e d b y t h e f a ct t h at i n v asi o n ass a ys d e m o nstr at e t h at t h e m ut a nts ar e e q u a ll y as 
i n v asi v e as wil d t y p e w h e n zi n c is s u p pl e m e nt e d t o t h e m e di a. 
O v er t h e c o urs e of pr o gr essi o n fr o m n as o p h ar y n g e al c ol o ni z ati o n t o i n v asi v e 
dis e as e t h e p n e u m o c o c c u s m ust r es p o n d t o a br o a d r a n g e of Z n 2 + c o n c e ntr ati o ns (H o ns a 
et al., 2 0 1 3 ). T h e a v ail a bilit y of Z n2 + i s k n o w n t o aff e ct b ot h c ol o ni z ati o n a n d 









   
   
 
   
 










2 0 0 3 ).  Z n2 + l e v els ar e g e n er all y t h o u g ht t o b e hi g h er i n t h e n as o p h ary n x a n d t h e l u n gs 
c o m p ar e d t o l e v els f o u n d i n t h e bl o o d (V ersi e c k, 1 9 8 5 ; Kl o ost er m a n et al., 2 0 0 7 ). 
Wit hi n t h e l u n gs, Z n 2 + h as b e e n s h o w n t o b e f o u n d at hi g h er c o n c e ntr ati o ns at t h e a pi c al 
s urf a c e of t h e e pit h eli u m (C art er et al., 2 0 0 2 ).  T hi s s u g g ests t h at t h e b a ct eri a e n c o u nt er 
hi g h er l e v els of Z n 2 + at t h e c ell ul ar s urf a c e pri or t o i n v asi o n i nt o t h e bl o o d str e a m (C art er 
et al., 2 0 0 2 ).  Als o, Pl u m ptre et al. h a v e s h o w n t h at Z n 2 + l e v els i n cr e as e si g nifi c a ntl y i n 
ni c h es c o nt ai ni n g S. p n e u m o ni a e as e arl y as 4 8 h p ost i nf e cti o n.  I n cr e as e d Z n 2 + 
c o n c e ntr ati o ns w o ul d d e cr e as e e x pr essi o n of t h e a d c A a n d a d c AII g e n es, a n d b as e d o n 
o ur r es ult s, m a y li mit i n v as i v e p ot e nti al of t h e b a ct eri a. T h o u g h Pl u m ptr e et al. 
d e m o nstr at e d t his i n t h e D 3 9 b a c k gr o u n d, o ur d at a s u p p ort t h es e fi n di n gs i n t h e TI G R 4 
b a c k gr o u n d of S. p n e u m o ni a e as w ell (Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 a ).
E x pr essi o n of a d c AII , t h e a d c A B C Z n 2 + tr a ns p ort er o p er o n, a n d all of t h e hi sti di n e
tri a d pr ot ei ns of p n e u m o c o c c us ar e r e g ul at e d b y t h e Z n 2 + -d e p e n d e nt r e pr es s or A d c R 
(Di ntil h a c a n d Cl a v er ys, 1 9 9 7 ; O g u n ni yi et al., 2 0 0 9 ; R e y es -C a b all er o et al., 2 0 1 0 ). T his 
is c o nsist e nt wit h A d c A a n d A d c AII s er vi n g as Z n2 + tr a ns p ort ers a n d wit h t h eir 
e x pr essi o n b ei n g r e d u c e d w h e n Z n 2 + l e v els ar e hi g h.  B a yl e et al. h a v e pr o p os e d t h at 
A d c A a n d A d c AII s er v e r e d u n d a nt r ol es i n Z n 2 + tr a ns p ort wit h o n e c a p a bl e of 
s u bstit uti n g f or t h e ot h er w h e n Z n 2 + i s l o w (B a yl e et al., 2 0 1 1 ).  H o w e v er, o ur res ult s 
s h o w a disti n ct eff e ct of l o w Z n 2 + o n gr o wt h of m ut a nts l a c ki n g o nl y A d c AII.  T h e 
diff er e n c es b et w e e n o ur fi n di n gs a n d t h os e of Pl u m ptr e et al . c o ul d b e e x pl ai n e d b y 
diff er e n c es i n c ult ur e m e di a b et w e e n t h eir gr o u p a n d o urs. Alt er n ati v el y, t h er e c o u l d b e























i d e nti c al as d et er mi n e d t hr o u g h Cl ust al W ali g n m e nt. Als o, t h eir st u di es i d e ntifi e d t h at 
m ut ati o n of b ot h A d c A a n d A d c AII r es ult e d i n c o m pl et e l oss of vir ul e n c e i n a ni m al 
m o d els of i nf e cti o n.  T hi s r es ult is li k el y d u e t o a c o m pl et e i n a bilit y of t h e b a ct eri a t o 
r e g ul at e i ntr a c ell ul ar Z n2 + c o n c e ntr ati o ns i n vi v o.  I n c o ntr ast, o ur r es ult s wit h str ai ns 
l a c ki n g A d c A or A d c AII al o n e d e m o nstr at e at l e ast a tr e n d f or i n cr e as e d i n v asi o n b ot h i n 
vit r o a n d i n vi v o. Pl u m ptr e et al. h a v e p erf or m e d c h all e n g e e x p eri m e nts wit h Δ A d c AII 
a n d Δ A d c A m ut a nts i n t h e D 3 9 b a c k gr o u n d a n d f o u n d si mil ar r es ult s t o o urs wit h r e g ar ds 
t o c ol o ni z ati o n; h o w e v er, t h eir A d c AII m ut a nt di s pl a y e d a tr e n d f or d e cr e a s e d i n v asi o n at 
2 4 h p ost -i nf e cti o n t h at t h e n r e b o u n d e d b y 4 8 h t o t h at of wil d t y p e (Pl u m ptr e et al., 
2 0 1 4 a ). I n o ur m o d el, t h e diff er e n c e i n i n v asi o n b et w e e n ∆ A d c AII a n d TI G R 4 i n cr e as e d 
fr o m 2 4 h t o 4 8 h, i n di c ati n g t h e r el ati v e i m p ort a n c e of A d c A a n d A d c AII m a y b e str ai n 
d e p e n d e nt. 
I n c o n cl usi o n, w e s o u g ht t o c h ar a ct eri z e diff er e n c es b et w e e n A d c A a n d A d c AII 
i n zi n c h o m e ost asis a n d c o ntri b uti o n t o vir ul e n c e. T his st u d y h as pr o vi d e d a li n k b et w e e n 
e x pr essi o n of A d c AII, A d c A, a n d i n v asi v e p ot e nti al of S. p n e u m o ni a e .  It w as d et er mi n e d 
t h at S. p n e u m o ni a e str ai n s l a c ki n g eit h er A d c AII or A d c A ar e m or e i n v asi v e t h a n wil d 
t y p e str ai ns. A d diti o n all y, A d c AII m a y b e m or e i m p ort a nt f or b ot h Z n2 + h o m e ost asis a n d 
t h e r e g ul ati o n of p n e u m o c o c c al vir ul e n c e. 
2. 6 A c k n o wl e d g e m e nts 
W e w o ul d li k e t o t h a n k Gr a n g er Ri d o ut a n d Y o n g -D o n g W a n g f or assi st a n c e wit h 



















I N C R E A S E D ZI N C A V AI L A BI LI T Y E N H A N C E S I NI TI A L A G G R E G A TI O N A N D 
BI O FI L M F O R M A TI O N O F S T R E P T O C O C C U S P N E U M O NI A E 
Li n ds e y R. Br o w n, R a c h el C. C a ul ki ns, T yl er E. S c h art el, J as o n W. R os c h, Eri n S. 
H o ns a, St a c e y S c h ult z -C h err y, Vi ct ori a A. M eli o p o ul o s, S e a n C h err y, a n d J usti n A. 
T h or nt o n 
Br o w n, L. R. et al. ( 2 0 1 7). I n cr e as e d Zi n c A v ail a bilit y E n h a n c es I niti al A g gr e g ati o n a n d 
Bi ofil m F or m ati o n of Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e. Fr o nt C ell I nf e ct Mi cr o bi ol 7 ,
2 3 3. 
3. 1 A bst r a ct 
B a ct eri a gr o wi n g wit hi n bi ofil m s ar e pr ot e ct e d fr o m a nti bi oti cs a n d t h e i m m u n e 
s yst e m. Wit hi n t h es e str u ct ur es, h ori z o nt al tr a nsf er of g e n es e n c o di n g vir ul e n c e f a ct ors 
a n d pr o m oti n g a nti bi oti c r esist a n c e o c c urs, m a ki n g bi ofil ms a n e xtr e m el y i m p ort a nt 
as p e ct of p n e u m o c o c c al c ol o ni z ati o n a n d p ersist e n c e. I d e ntif yi n g e n vir o n m e nt al c u es t h at 
c o ntri b ut e t o t h e f or m ati o n of bi ofil ms i s criti c al t o u n d erst a n di n g p n e u m o c o c c al 
c ol o ni z ati o n a n d i nf e cti o n. Ir o n h as b e e n s h o w n t o b e ess e nti al f or t h e f or m ati o n of 
p n e u m o c o c c al bi ofil ms; h o w e v er, t h e r ol e of ot h er p h ysi ol o gi c all y i m p ort a nt m et als s u c h 
as c o p p er, zi n c, a n d m a n g a n es e h as b e e n l ar g el y n e gl e ct e d. I n t hi s st u d y, w e i n v esti g at e d 




















r es ult s s h o w t h at bi ofil ms i n cr eas e as zi n c c o n c e ntr ati o ns i n cr e as e. T h e eff e ct w as f o u n d 
t o b e zi n c-s p e cifi c, as alt eri n g c o p p er a n d m a n g a n es e c o n c e ntr ati o ns di d n ot aff e ct 
bi ofil m f or m ati o n. S c a n ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y a n al ysis r e v e al e d str u ct ur al diff er e n c es 
b et w e e n bi ofil ms gr o w n i n v ar yi n g c o n c e ntr ati o ns of zi n c. A n al ysis of bi ofil m f or m ati o n 
i n a m ut a nt str ai n l a c ki n g t h e p er o xi d e-g e n er ati n g e n z y m e p yr u v at e o xi d as e, S p x B, 
r e v e al e d t h at zi n c d o es n ot pr ot e ct a g ai nst p n e u m o c o c c al H 2 O 2 . F urt h er, a n al ysis of a
m ut a nt str ai n l a c ki n g t h e m aj or a ut ol ysi n, L yt A, i n di c at e d t h e r ol e of zi n c a s a n e g ati v e 
r e g ul at or of L yt A-d e p e n d e nt a ut ol ysis, w hi c h c o ul d aff e ct bi ofil m f or m ati o n. 
A d diti o n all y, a n al ysis of c ell -c ell a g gr e g ati o n vi a pl ati n g a n d mi cr os c o p y r e v e al e d t h at 
hi g h c o n c e ntr ati o ns of zi n c c o ntri b ut e t o i nt er c ell ul ar i nt er a cti o n of p n e u m o c o c ci. T h e 
fi n di n gs fr o m t his st u d y d e m o nstr at e t h at m et al a v ail a bilit y c o ntri b ut es t o t h e a bilit y of 
p n e u m o c o c ci t o f or m a g gr e g at es a n d s u bs e q u e ntl y, bi ofil ms. 
3. 2 I nt r o d u cti o n 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e, or p n e u m o c o c c us, as y m pt o m ati c all y c ol o ni z es t h e 
h u m a n n as o p h ar y n x a n d c a us es c hr o ni c otiti s m e di a t hr o u g h t h e f or m ati o n of bi ofil ms. 
Bi ofil m s ar e hi g hl y str u ct ur e d b a ct eri al c o m m u niti es t h at ar e pr ot e ct e d fr o m 
e n vir o n m e nt al str ess ors. T h e a bilit y t o f or m bi ofil ms i s k n o w n t o c o ntri b ut e t o p ersisti n g 
c ol o ni z ati o n a n d s ur vi v al of p n e u m o c o c c us o n n as o p h ar y n g e al c ell s a n d wit hi n t h e 
mi d dl e e ar of t h e h ost (H o ns a et al., 2 0 1 3 ). C ol o ni z ati o n of t h e l u n g is als o a n i m p ort a nt 
pr e c urs or f or i n v asio n i nt o t h e bl o o dstr e a m (O g u n ni yi et al., 2 0 1 0 ). It h as b e e n s h o w n 



















pl a n kt o ni c all y ; h o w e v er, p n e u m o c o c c al a g gr e g at e s h a v e als o b e e n s h o w n to f or m i n t h e 
m y o c ar di u m of t h e h e art d uri n g i n v asi v e p n e u m o c o c c al di s e as e (Li z c a n o et al., 2 0 1 0 ; 
S a n c h e z et al., 2 0 1 1 ; Br o w n et al., 2 0 1 4 ; Gill e y a n d Ori h u el a, 2 0 1 4 ; Br o w n a n d Ori h u el a, 
2 0 1 5 ). P n e u m o c o c c al bi ofil ms ar e k n o w n t o b e r e g ul at e d b y a v ari et y of f a ct ors 
i n cl u di n g, q u or u m s e nsi n g m ol e c ul es, c h oli n e a v ail a bilit y, a n d e x o g e n o us ir o n (M os c os o 
et al., 2 0 0 6 ; Tr a p p etti et al., 2 0 1 1 a ; Tr a p p etti et al., 2 0 1 1 b ). Si n c e p n e u m o c o c c al bi ofil ms 
ar e ess e nti al f or b ot h c ol o ni z ati o n a n d p ersist e n c e, it is i m p ort a nt t o c o nti n u e t o 
i n v esti g at e t h e e n vir o n m e nt al str ess ors t h at aff e ct t h eir f or m ati o n.
M et al c o n c e ntr ati o ns v ar y fr o m h ost t o h o st, a n d p n e u m o c o c c us e n c o u nt er s 
a d diti o n al c h a n g es i n m et als u p o n as pir ati o n fr o m t h e u p p er r es pir at or y tr a ct i nt o t h e 
l u n gs or f oll o wi n g tr a ns mi gr ati o n i nt o t h e bl o o d or c er e br os pi n al fl ui d (M c D e vitt et al., 
2 0 1 1 ). E xt e nsi v e r es e ar c h has ai m e d t o i d e ntif y h o w m et als alt er t h e or g a nis m’s a bilit y t o 
c a us e i n v asi v e dis e as e. M et als s u c h as zi n c, c o p p er, m a n g a n es e, a n d m a g n esi u m ar e 
r e q uir e d as c of a ct ors a n d str u ct ur al c o m p o n e nts of m a n y b a ct eri al pr ot ei ns, i n cl u di n g 
t h os e of S. p n e u m o ni a e , a n d ar e k n o w n t o b e ess e nti al f or pr o p er m et a b olis m a n d c ell ul ar 
d ef e ns es (W al dr o n et al., 2 0 0 9 ; H o ns a et al., 2 0 1 3 ). Alt h o u g h t h er e is v ast k n o wl e d g e o n 
t h e i m p ort a n c e of m et als f or b a ct eri al c ell s, t h e eff e ct of t h es e m et als o n bi ofil m
f or m ati o n i n t h e p n e u m o c o c c us h a v e b e e n l ar g el y i g n or e d. 
Zi n c is t h e s e c o n d m ost a b u n d a nt tr a c e m et al i o n i n t h e h u m a n b o d y, a n d pl a ys a 


















a v ail a bilit y i n t h e b o d y r a n g es fr o m 5-3 0 0 µ M (B a yl e et al., 2 0 1 1 ), M c D e vitt et al. h a v e 
f o u n d zi n c c o n c e ntr ati o ns s ur p assi n g 6 0 0 µ M i n t h e bl o o dstr e a m of mi c e i nf e ct e d wit h S. 
p n e u m o ni a e (M c D e vitt et al., 2 0 1 1 ). P n e u m o c o c c us a c q uir es zi n c fr o m t h e e xtr a c ell ul ar
e n vir o n m e nt b y zi n c tr a n s p ort pr ot ei ns, A d c A a n d A d c AII, a n d t h e P ht pr ot ei ns, P ht A, 
P ht B, P ht D, a n d P ht E (Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 a ; Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 b ; Eij k el k a m p et al., 
2 0 1 6 ). M ut a nts l a c ki n g t h e g e n es e n c o di n g A d c A a n d A d c AII w er e s h o w n t o b e d efi ci e nt 
i n zi n c u pt a k e a n d c ell gr owt h; a n d l ess vir ul e nt i n i ntr a n as al a n d i ntr a p erit o n e al i nf e cti o n 
m o d els (B a yl e et al., 2 0 1 1 ; Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 a ; Br o w n et al., 2 0 1 6 ). A d diti o n all y, a
pr e vi o us st u d y fr o m o ur l a b or at or y s h o w e d t h e i m p ort a n c e of A d c AII, s p e cifi c all y, t o 
a d h esi o n i n vitr o a n d c ol o ni z ati o n i n vi v o, t h us s u g g esti n g a r ol e f or zi n c h o m e ost asis i n 
c ol o ni z ati o n a n d bi ofil m d e v el o p m e nt of S. p n e u m o ni a e (Br o w n et al., 2 0 1 6 ). 
I nt er esti n gl y, e vi d e n c e s h o ws t h e i m p ort a n c e of zi n c f or s urf a c e pr ot ei n i nt er a cti o ns t h at 
c o ntri b ut e t o a g gr e g ati o n a n d bi ofil m f or m ati o n of St a p h yl o c o c c us a ur e us , a n ot h er
si g nifi c a nt h u m a n p at h o g e n (C o nr a d y et al., 2 0 0 8 ; F or m os a -D a g u e et al. ). H o w e v er, i n 
c o ntr ast, hi g h c o n c e ntr ati o ns of zi n c h a v e als o b e e n s h o w n t o i n hi bit bi ofil m f or m ati o n i n 
t h e Gr a m-p o siti v e or g a nis m Str e pt o c o c c us s ui s (W u et al., 2 0 1 3 ). 
Si n c e bi ofil ms ar e a n i nt e gr al c o m p o n e nt of c ol o ni z ati o n, w e h y p ot h esi z e d t h at 
zi n c a v ail a bilit y will aff e ct t h e i niti al st a g es of bi ofil m f or m ati o n. O ur a p pr o a c h w as t o 
o bs er v e e arl y st a g e c o nstr u cti o n of p n e u m o c o c c al bi ofil ms i n a br o a d r a n g e of 
p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt zi n c c o n c e ntr ati o ns. H er e, w e i n v esti g at e t h e i nfl u e n c e of zi n c 
a v ail a bilit y o n c ell -c ell i nt er a cti o ns, L yt A -d e p e n d e nt a ut ol ysis, a n d i niti al bi ofil m 

















   
 





d e v el o p m e nt of m or e s u b st a nti al p n e u m o c o c c al bi ofil ms i n vitr o, m o d estl y i n cr e as es 
c ol o ni z ati o n i n vi v o, a n d d el a ys t h e o ns et of a ut ol ysis. T h es e r es ult s c o ntri b ut e t o o ur
u n d erst a n di n g of t h e r ol e of zi n c i n p n e u m o c o c c al a g gr e g ati o n a n d bi ofil m f or m ati o n, 
s u g g esti n g a p ot e nti al t ar g et f or a nti mi cr o bi als t h at ai m t o r e d u c e b a ct eri al b ur d e ns of S. 
p n e u m o ni a e a n d p ot e nti all y ot h er Gr a m -p ositi v e or g a nis m s .
3. 3 M at e ri al s a n d M et h o d s 
3. 3. 1  Et hi c al St at e m e nt
All a ni m al st u di es w er e p erf or m e d i n c o m pli a n c e wit h a pr ot o c ol r e vi e w e d a n d 
a p pr o v e d b y t h e I nstit uti o n al A ni m al C ar e a n d Us e C o m mitt e e at Mi ssi ssi p pi St at e 
U ni v ersit y (I A C U C pr ot o c ol # 1 4 -0 1 6). A ni m al h us b a n dr y w as pr o vi d e d b y v et eri n ar y 
st aff a n d t e c h ni c i a ns wit hi n t h e Ass o ci ati o n f or A ss ess m e nt a n d A c cr e dit ati o n of 
L a b or at or y A ni m al C ar e a n d t h e N ati o n al I nstit ut e s of H e alt h Offi c e of L a b or at or y 
A ni m al W elf ar e ass ur e d pr o gr a m at M S U. All w or k w as p erf or m e d i n a d h er e n c e t o t h e 
U nit e d St at es P u bli c H e alt h S er vi c e P oli c y o n H u m a n e C ar e a n d Us e of L a b or at or y 
A ni m als a n d G ui d e f or t h e C ar e a n d Us e of L a b or at or y A ni m als. A d diti o n all y, all 
e x p eri m e nts w er e p erf or m e d i n a c c or d a n c e wit h pr ot o c ols a p pr o v e d b y t h e Mis sis si p pi 
St at e U ni v ersit y I nstit uti o n al Bi os af et y C o m mitt e e (I B C pr ot o c ol # 0 0 4 -1 6). 
3. 3. 2  B a ct eri al Str ai ns a n d G r o wt h C o n diti o n s 
T h es e st u di es utili z e d S. p n e u m o ni a e str ai ns TI G R 4, it s u n e n c a ps ul at e d m ut a nt 





   
   
  
     
 






    
    
 
5 % d efi b ri n at e d s h e e p bl o o d or i n T o d d-H e witt br ot h ( T H B; B D Bi os ci e n c es) (T ett eli n et 
al., 2 0 0 1 ; F er n e br o et al., 2 0 0 4 ). B a ct eri al str ai ns w er e gr o w n t o a n o pti c al d e nsit y at 6 0 0
n m ( O D 6 0 0 n m ) of 0. 6 a n d st or e d at -8 0˚ C i n 2 0 % gl y c er ol f or l at er us e. C h el e x R esi n ( Bi o 
R a d) w as a d d e d t o T H B m e di u m ( 5 g/ 1 0 0 m L) pri or t o a ut o cl a vi n g t o c h el at e o ut all 
m et als. T H B + C h el e x w as t h e n stirr e d o v er ni g ht at r o o m t e m p er at ur e, a n d st eril e filt er e d 
t h e f oll o wi n g d a y. F or as s a ys l o o ki n g at t h e eff e ct of s p e cifi c m et als, Tr a c e C E R T ® I C P-
M S gr a d e m et als ( Si g m a -Al dri c h) w er e a d d e d b a c k t o C h el e x -tr e at e d T H B at t h e 
f oll o wi n g c o n c e ntr ati o ns u nl ess ot h er wis e i n di c at e d: c al ci u m ( 5 0 0 μ M), c o p p er ( 1 0 μ M), 
ir o n ( 1 0 0 μ M), m a g n esi u m ( 5 0 0 μ M), m a n g a n es e ( 1 0 0 μ M), a n d 1 0 0 μ M zi n c ( 1 0 0 μ M). 
M ut a nts of T 4 R l a c ki n g S p x B ( ∆ S p x B) a n d L yt A ( ∆ L yt A) w er e cr e at e d usi n g s pli c i n g b y
o v erl a p e xt e nsi o n ( S O E) P C R m et h o d usi n g a n er yt hr o m y ci n or s p e cti n o m y ci n a nti bi oti c 
c ass ett e a n d st a n d ar d S. p n e u m o ni a e tr a nsf or m ati o n pr o c e d ur es (H o et al., 1 9 8 9 ). M ut a nts 
l a c ki n g S p x B a n d L yt A w er e is ol at e d b y s el e cti o n o n bl o o d a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d 
wit h 0. 5 µ g/ m L er yt hr o m y ci n or 5 0 0 µ g/ m L s p e cti n o m y ci n a n d c o nfir m e d b y P C R. 
B a ct eri al ali q u ot s w er e s u bs e q u e ntl y st or e d at -8 0˚ C i n t h e s a m e m e di a c o n diti o ns. 
Q u a ntit ati v e R T -P C R w as us e d t o ass ess e x pr essi o n of S P 0 7 4 1 a n d S P 1 9 3 5 , g e n es 
d o w nstr e a m of S p x B a n d L yt A, r es p e cti v el y, t o v erif y t h at p ol ar m ut ati o ns w er e n ot 
pr es e nt. Gr o wt h c ur v es w er e p erf or m e d b y dil uti n g b a ct eri a t o fi n al d os e of 1 x 1 0 5 
C F U/ m L i nt o v ari o us m e di a c o n diti o ns, 2 0 0 µ L w er e i n o c ul at e d i nt o 9 6 -w ell pl at es i n 
tri pli c at e. Pl at es w er e t h e n r e a d at O D6 0 0 n m e v er y 3 0 m f or 2 0 h. All gr o wt h c ur v es w er e 




















3. 3. 3  Bi ofil m A ss a ys 
Ass a ys w er e p erf or m e d i n 6 -w ell p ol yst yr e n e pl at es. B a ct eri a w er e dil ut e d i nt o 
C h el e x -tr e at e d T H B t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 x 1 05 C F U/ m L a n d 2 m L w er e a d d e d t o 
6 -w ell pl at es. Pl at es w er e i n c u b at e d f or 6 h at 3 7 ˚C wit h 5 % C O 2. F oll o wi n g i n c u b ati o n, 
pl at es w er e ri ns e d wit h 2 m L P B S. Bi ofil m s w er e st ai n e d wit h 1 m L of 0. 0 5 % cr yst al 
vi ol et f or 1 0 m a n d ri ns e d t wi c e wit h P B S. Bi ofil ms w er e t h e n air dri e d i n a bi os af et y 
c a bi n et u ntil dr y a n d cr yst al vi ol et w as s ol u bili z e d wit h 2 m L 9 5 % et h a n ol. Pl at es w er e 
pl a c e d o n a s h a k e pl at e f or 1 5 m, 2 0 0 µ L et h a n ol w as tr a nsf err e d t o a st eril e 9 6 -w ell pl at e 
i n tri pli c at e, a n d pl at es w er e r e a d i n a s p e ctr o p h ot o m et er at OD 5 4 0 n m . F or vi a bilit y pl ati n g
of bi ofil ms, pl at es w er e i n o c ul at e d i n t h e s a m e m a n n er as f or cr yst al vi ol et st ai ni n g; 
h o w e v er, f oll o wi n g i n c u b ati o n, s u p er n at a nt w as r e m o v e d; a n d bi ofil ms w er e r es us p e n d e d 
i n 1 m L P B S a n d m e c h a ni c all y disr u pt e d usi n g c ell s cr a p ers. All s a m pl es w er e t h e n 
s eri all y dil ut e d a n d pl at e d o n tr y pti c s o y a g ar wit h 5 % s h e e p bl o o d, i n c u b at e d o v er ni g ht 
at 3 7 ˚C wit h 5 % C O 2 , a n d c ol o ni es w er e e n u m er at e d t h e f oll o wi n g d a y. Pl a n kt o ni c 
gr o wt h w as ass ess e d b y p erf or mi n g t h e s a m e dil uti o ns as t h os e us e d f or bi ofil m ass a y; 
h o w e v er, c ult ur es w er e tr a nsf err e d t o gl ass c ult ur e t u b es a n d i n c u b at e d f or 6 h at 3 7 ˚C. 
F oll o wi n g i n c u b ati o n, s eri al dil uti o ns w er e p erf or m e d a n d pl at e d o n bl o o d a g ar pl at es 
a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7 ˚C wit h 5 % C O 2 . 
3 . 3. 4 A ni m al C h all e n g e 
F e m al e C 5 7/ B L 6 mi c e w er e a n est h eti z e d a n d c h all e n g e d i ntr a n as all y wit h 
a p pr o xi m at el y 2 x 1 0 5 C F U/ 1 0 µ L of S. p n e u m o ni a e E F 3 0 3 0 gr o w n i n C h el e x -tr e at e d 






      
 
      
 
   
 
   






i n o c ul ati o n, a ni m als w er e eit h er h u m a n el y e ut h a ni z e d, or gi v e n a n i ntr a n as al b o ost er of 
2 0 µ L P B S c o nt ai ni n g 0 µ M or 2 5 0 µ M zi n c (II) c hl ori d e. O n d a y 6 p ost -i n o c ul ati o n, t h e
r e m ai ni n g a ni m als w er e h u m a n el y e ut h a ni z e d b y d e e p is ofl ur a n e i n h al ati o n f oll o w e d b y 
c er vi c al di sl o c ati o n a n d c o nfir m ati o n b y i n c u b ati o n u n d er C O 2 . N as al w as h es a n d n as al 
ti ss u es w er e c oll e ct e d fr o m all a ni m als b y pr e vi o usl y d es cri b e d m et h o ds, wit h t h e 
m o difi c ati o n of usi n g P B S i nst e a d of Ri n g er’s l a ct at e s ol uti o n (K ell er et al., 2 0 1 5 ). B ot h 
n as al w as h es a n d h o m o g e ni z e d ti ss u es w er e s eri all y dil ut e d a n d pl at e d o n bl o o d a g ar 
c o nt ai ni n g 2 0 µ g/ m L n e o m y ci n t o i n hi bit gr o wt h of St a p h yl o c o c c us . F oll o wi n g
i n c u b ati o n, c ol o ni es fr o m n as al w as h es a n d n as al ti ss u es w er e e n u m er at e d a n d c o m bi n e d 
t o r e pr es e nt a t ot al C F U c o u nt of p n e u m o c o c ci c ol o ni zi n g t h e n as o p h ar y n x. A d diti o n all y, 
n as al tiss u e h o m o g e n at es w er e c e ntrif u g e d f or 6 0 0 r p m f or 3 m usi n g a S h a n d o n 
C yt os pi n 2. S a m pl es w er e st ai n e d usi n g a n e at st ai n h e m ot ol o g y st ai n kit ( El e ctr o n 
Mi cr os c o p y S er vi c es # 2 7 1 0 4 -0 1) a n d ti ss u es w er e i m a g e d usi n g a Z eiss A xi os k o p 2 Pl us. 
3. 3. 5  Pri m ar y H u m a n B r o n c h otr a c h e al C ell s 
N H B E c ell s ( L o n z a) w er e pl at e d i n 0. 3 3 c m 2 tr a ns w ell i ns erts ( C or ni n g) at a
s e e di n g d e nsit y of 1. 5 x 1 0 4 c ell s p er w ell a n d m ai nt ai n e d i n c ult ur e as pr e vi o usl y 
d es cri b e d (Kr u n k os k y et al., 2 0 0 3 ). Bri efl y, c ell s w er e m ai nt ai ne d i n br o n c hi al e pit h eli al 
b as al m e di a ( B E B M, L o n z a) s u p pl e m e nt e d wit h t h e br o n c hi al e pit h eli al gr o wt h m e di a 
( B E G M) B ull et Kit ( L o n z a) u ntil c o nfl u e nt. A n air/li q ui d i nt erf a c e (Mil a ni n o et al., 1 9 9 3 )
w as est a blis h e d w h er e t h e a pi c al s urf a c e w as e x p os e d t o a h u mi difi e d 9 5 % air/ 5 % 
C O 2 e n vir o n m e nt. M e di u m i n t h e b as ol at er al c o m p art m e nt w as c h a n g e d t o A LI m e di a 
























c h a n g e d e v er y 2 d a ys f or a mi ni m u m of 5 w e e ks i n c ult ur e t o all o w t h e c ell s t o 
diff er e nti at e. F or bi ofil m e x p eri m e nts, p ar e nt al T 4 R ( 1 x 1 0 5 / 1 0 µ L) w er e i n o c ul at e d i nt o 
t h e a pi c al c h a m b er dir e ctl y i nt o t h e m u c o us l a y er. M e di u m i n t h e b as ol at er al c h a m b er
w as r e pl a c e d wit h m e d i a c o nt ai ni n g 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 µ M zi n c. F oll o wi n g 2 4 h i n c u b ati o n, 
tr a ns w ell i ns erts w er e t h e n pr e p p e d f or S E M.
3. 3. 6  S c a n ni n g E l e ctr o n M i cr os c o p y
Bi ofil m s w er e gr o w n as d es cri b e d a b o v e i n 6 -w ell pl at es o n T h er m a n o x 
c o v ersli ps ( T h er m o S ci e ntifi c) f or 6 h or o n t h e a pi c al s urf a c e of pri m ar y h u m a n 
e pit h eli al c ell s f or 2 4 h at 3 7 ˚C wit h 5 % C O 2 . F oll o wi n g i n c u b ati o n, bi ofil ms w er e fi x e d 
wit h h alf -str e n gt h K ar n o vs k y’s fi x ati v e ( 3 % gl ut ar al d e h y d e a n d 2 % p ar af or m al d e h y d e) 
o v er ni g ht at 4˚ C. S a m pl es w er e t h e n ri ns e d f o ur ti m es wit h d ei o ni z e d w at er b ef or e 1 h 
fi x ati o n wit h 0. 1 M os mi u m( VIII) o xi d e. S a m pl es w er e ri ns e d wit h di H 2 O a n d 
d e h y dr at e d usi n g a gr a di e nt of et h a n ol ( 3 0 -1 0 0 %). S a m pl es w er e t h e n c h e mi c all y dri e d 
usi n g a gr a di e nt of h e x a m et h yl di s al z o n e ( H M D S) a n d a ir-dri e d o v er ni g ht pri or t o 
m o u nti n g a n d s p utt er c o ati n g wit h 1 5 n m pl ati n u m. Bi ofil m s w er e i m a g e d u si n g a J E O L 
6 5 0 0 F Fi el d E missi o n S E M. 
3. 3. 7  A g gr e g ati o n A ss a ys 
I n or d er t o ass ess a g gr e g ati o n of c ell s b y pl ati n g, a 5 m L c ult ur e of T 4 R w as 
gr o w n i n C + Y m e di u m t o 0. 7 O D 6 0 0 n m . T h e c ult ur e w as s e p ar at e d i nt o t hr e e 1. 5 m L




   

















i n c u b at e d o n i c e f or 1 -2 h . At e a c h ti m e p oi nt, s a m pl es w er e v ort e x e d, s eri all y dil ut e d, 
a n d pl at e d. T o v i e w c ell a g gr e g ati o n b y cr yst al vi ol et st ai ni n g, a 5 m L c ult ur e of T 4 R w as 
gr o w n t o 0. 7 O D 6 0 0 n m , 3-1 m L c ult ur es w er e c e ntrif u g e d at 1 6 ,0 0 0 x g f or 5 m a n d p ell ets 
w er e r es us p e n d e d i n P B S wit h 0, 1 0 0, or 5 0 0 µ M zi n c. O n e m L of e a c h c ult ur e w as 
a d d e d t o a c h a m b er w ell sli d e a n d i n c u b at e d o n i c e f or 1 h. F oll o wi n g i n c u b ati o n, P B S 
w as r e m o v e d, a n d sli d es w er e st ai n e d wit h 0. 0 5 % cr yst al vi ol et f or 1 0 m, ri ns e d, a n d 
i m a g e d at 2 0 x m a g nifi c ati o n usi n g a Z eiss A xi os k o p 2 Pl us.
3. 3. 8  Fl u or es c e n c e M i cr os c o p y
A g gr e g at i o n ass a ys w er e p erf or m e d as d es cri b e d a b o v e. Aft er 1 h o n i c e, c h a m b er
w ell s w er e ri ns e d wit h P B S a n d fi x e d wit h 4 % p ar af or m al d e h y d e (i n P B S) f or 1 0 m at 2 5 
˚C. W ell s w er e t h e n ri ns e d wit h P B S a n d bl o c k e d wit h P B S pl us 0. 5 % B S A a n d 4 % 
m o us e s er u m f or 3 0 m at 2 5 ˚C.  S a m pl es w er e t h e n i n c u b at e d wit h a nti -T E P C -1 5 
pri m ar y a nti b o d y ( Si g m a -Al dri c h, s p e cifi c f or c ell w all p h os p h or yl c h oli n e at 1: 4 0) 
o v er ni g ht at 4º C, ri ns e d t w o ti m es wit h P B S f or 5 m e a c h, pri or t o b ei n g i n c u b at e d wit h 
g o at a nti -m o us e I g A c o nj u g a t e d t o r h o d a mi n e ( S o ut h er n Bi ot e c h at 1: 1 0 0) f or 1 h.  W ell s 
w er e t h e n ri ns e d wit h P B S, c h a m b ers w er e r e m o v e d, 1 0 µ L of V E C T A S HI E L D 
M o u nti n g M e di u m ( V e ct or H -1 0 0 0) w as a d d e d, a n d a c o v er sli p w as a p pli e d. S a m pl es 











   
   









3. 3. 9  A ut ol ysis A ss a ys 
S.  p n e u m o ni a e c ult ur es of T 4 R a n d ∆ L yt A w er e gr o w n i n 6 m L C h el e x -tr e at e d 
T H B i n i d e nti c al m et al c o n c e ntr ati o ns us e d f or bi ofil m ass a ys. U p o n r e a c hi n g O D 6 0 0 n m of 
0. 5, c ult ur es w er e d i vi d e d i nt o t w o 3 m L c ult ur es. All c ult ur e t u b es w er e c e ntrif u g e d at 
1 6, 0 0 0 x g f or 5 m a n d p ell ets w er e r es us p e n d e d i n 3 m L C h el e x-tr e at e d T H B wit h o ut
a d d e d m et als. C ult ur es w er e t h e n tr e at e d wit h a fi n al c o n c e ntr ati o n of 0. 0 5 % s o di u m 
d e o x y c h ol at e t o i n d u c e a ut ol ysis. C o ntr ol c ult ur es r e c ei v e d 4 0 µ L w at er i n pl a c e of 
d et er g e nt. O pti c al d e nsit y ( O D 6 0 0 n m ) w as r e c or d e d e v er y 6 0 s f or a t ot al of 1 0 m. O pti c al 
d e nsiti es at e a c h ti m e p oi nt w er e s u btr a ct e d fr o m t h e st arti n g O D 6 0 0 n m a n d pl ott e d o n a n 
i n v ert e d s c ale t o r e pr es e nt t h e a m o u nt of a ut ol ysis o c c urri n g o v er t h e 1 0 m ti m efr a m e. 
3. 3. 1 0  St atisti c al A n al ys es 
Bi ofil m e x p eri m e nts w er e r e p e at e d at l e ast t hr e e ti m es, r es ult s fr o m i n d e p e n d e nt 
e x p eri m e nts w er e a v er a g e d t o g et h er a n d st a n d ar d err or of t h e m e a n w as c al c ul at e d. D at a 
w er e a n al y z e d o nl y a cr oss zi n c c o n c e ntr ati o ns t h at di d n ot aff e ct gr o wt h usi n g a 
n o n p ar a m etri c Kr us k al W allis t est. A ni m al c h all e n g e d at a ar e pr es e nt e d a s t h e s u m of 
C F U c o u nts c oll e ct e d fr o m n as al w as h es a n d n as al ti ss u es c oll e ct e d fr o m a ni m als fr o m 
t w o s e p ar at e e x p eri m e nts. T h e d at a c oll e ct e d fr o m t h e a ni m al c h all e n g e, b ot h c ol o n y a n d 
n e utr o p hil c o u nts w er e a n al y z e d usi n g a n o n -p ar a m etri c M a n n W hit n e y U t est, 
c o m p ari n g a ni m als fr o m t h e 0 µ M tr e at m e nt gr o u p t o t h e 2 5 0 µ M tr e at m e nt gr o u p. 
A g gr e g ati o n ass a ys b y pl ati n g w er e r e p e at e d t hr e e ti m es a n d C F U c o u nts w er e a v er a g e d 
t o g et h er. D at a fr o m th os e ass a ys w er e a n al y z e d usi n g a M a n n W hit n e y U t e st c o m p ari n g 





   
 
  










   
   
wit h al p h a = 0. 0 5. R es ult s w er e c o nsi d er e d st ati sti c all y si g nifi c a nt w h e n p < al p h a. All 
st atisti c al a n al ys es w er e p erf or m e d usi n g Gr a p h P a d Pris m 7. 
3. 4 R es ults 
3. 4. 1  Zi n c A v ail a bilit y E n h a n c es B i ofil m F or m ati o n 
Pr e vi o us w or k h as s h o w n t h at zi n c h o m e ost asis is ess e nti al f or gr o wt h of
p n e u m o c o c c us, as m ut a nts l a c ki n g b ot h zi n c -bi n di n g li p o pr ot ei ns A d c A a n d A d c AII 
s h o w d e cr e as e d a bilit y t o gr o w i n zi n c -li mit e d e n vir o n m e nts (Pl u m ptr e et al., 2 0 1 4 a ); a n d 
m ut a nts l a c ki n g o nl y A d c AII w er e si g nifi c a ntl y l ess a bl e t o c ol o ni z e t h e m uri n e
n as o p h ar y n x (Br o w n et al., 2 0 1 6 ). Bi ofil m s of S. p n e u m o ni a e str ai ns T 4 R, TI G R 4, a n d 
E F 3 0 3 0 w er e gr o w n f or 6 h i n C h el e x -tr e at e d T H B s u p pl e m e nt e d wit h m et als, a n d zi n c 
s u p pl e m e nt e d at a wi d e r a n g e of p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt c o n c e ntr ati o ns ( 0 -5 0 0 µ M). 
T h es e str ai ns w er e c h os e n t o r e pr es e nt b ot h i n v asi v e a n d c ol o ni zi n g str ai ns of 
p n e u m o c o c ci. TI G R 4 is a n i n v asi v e str ai n ori gi n all y is ol at e d fr o m t h e bl o o d of a 3 0 -y e ar 
ol d p ati e nt, T 4 R i s a n u n e n c a ps ul at e d m ut a nt of TI G R 4 t h at f or ms m or e effi ci e nt 
bi ofil ms, a n d t h e c ol o ni zi n g str ai n E F 3 0 3 0 d o es n ot r es ult i n i n v asi v e dis e as e (Bril es et 
al., 1 9 9 2 ; A a b er g e et al., 1 9 9 5 ; T ett eli n et al., 2 0 0 1 ). As zi n c c o n c e ntr ati o ns i n cr e as e d, 
e arl y bi ofil m f or m ati o n ( 6 h) i n cr e as e d i n a d os e -d e p e n d e nt m a n n er i n b ot h t h e T 4 R a n d 
E F 3 0 3 0 str ai ns ( Fi g ur e 3. 1 a & 3. 1 b). I n t h e TI G R 4 str ai n, a n i n cr e as e i n bi ofil m d e nsit y 
w as o nl y d et e ct e d i n 5 0 0 µ M zi n c, w hil e a sli g ht d e cr e as e w as s e e n i n t h e 2 5 0 µ M 
c o n c e ntr ati o n, t h o u g h t hi s w as n ot st atisti c all y diff er e nt t h a n t h e bi ofil ms pr o d u c e d i n 
1 0 0 µ M zi n c ( Fi g ur e 3. 1 b). T h e diff er e n c e s e e n i n TI G R 4 c o ul d p ot e nti all y b e attri b ut e d 





















f or m ati o n w as zi n c-s p e cifi c, t h e s a m e e x p eri m e nts w er e d o n e m a ni p ul ati n g b ot h c o p p er 
a n d m a n g a n es e, utili zi n g l o w er c o n c e ntr ati o ns t h at m or e cl os el y mi mi c t h e r a n g e of t h es e 
m et als t h at p n e u m o c o c c u s w o ul d e n c o u nt er d uri n g i nf e cti o n (M c D e vitt et al., 2 0 1 1 ). 
I nt er esti n gl y, alt eri n g c o p p er ( Fi gur e 3. 2 a) a n d m a n g a n es e ( Fi g ur e 3. 2 b) h a d n o eff e ct o n 
bi ofil m f or m ati o n, a p art fr o m bi ofil m s r e c ei vi n g 0 µ M m a n g a n es e, t h o u g h t hi s w as d u e 
t o a n i n a bilit y t o gr o w wit h o ut m a n g a n es e s u p pl e m e nt ati o n. Si n c e A d c AII h as b e e n 
s h o w n t o c o ntri b ut e t o a d h esi o n a n d c ol o ni z ati o n, bi ofil m f or m ati o n w as as s ess e d i n a n 
∆ A d c AII m ut a nt. R es ult s fr o m t his ass a y w er e si mil ar t o t h os e of t h e p ar e nt al T 4 R str ai n, 
s u g g esti n g A d c AII is n ot i n v ol v e d i n p n e u m o c o c c al bi ofil m f or m ati o n (Fi g ur e B. 5 a ). I n 
all c o n diti o ns t est e d f or t h e T 4 R str ai n, l a c k of bi ofil ms w er e s e e n i n s a m pl es tr e at e d wit h 
0 µ M m et al, w hi c h w as attri b ut e d t o r e d u c e d a bilit y t o gr o w as s u p pl e m e nt ati o n of m et als 
is ess e nti al t o b a ct eri al s ur vi v al (Fi g ur e B. 6 ). As s u c h, o nl y bi ofil m s a m pl e s t h at r e c ei v e d 
m et al a n d di d n ot h a v e alt er e d gr o wt h w er e i n cl u d e d i n st atisti c al a n al ys es, i n di c at e d i n 





   
 
  













Fi g ur e 3. 1 Zi n c a v ail a bilit y e n h a n c e s bi ofil m f or m ati o n 
Bi ofil m s i n cr e as e i n a) u n e n c a ps ul at e d T 4 R a n d b) e n c a ps ul at e d str ai ns E F 3 0 3 0 a n d 
TI G R 4, as zi n c a v ail a bilit y i n cr e as es i n a d os e d e p e n d e nt m a n n er. Bi ofil m s w er e gr o w n 
i n C h el e x-tr e at e d T H B p H 6. 5 wit h m et als s u p pl e m e nt e d, a n d zi n c r a n gi n g fr o m 0, 1 0 0, 
2 5 0, 5 0 0 µ M. F oll o wi n g 6 h i n c u b ati o n, bi ofil ms w er e ri ns e d a n d st ai n e d wit h cr yst al 
vi ol et. Kr us k al W allis a n al ysis c o m p ari n g t h e m e a n O D 6 0 0 n m fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt 
e x p eri m e nts of bi ofil ms gr o w n i n 1 0 0, 2 5 0, a n d 5 0 0 µ M c o n c e ntr ati o ns i n di c at e d a 
si g nifi c a n c e l e v el of p < 0. 0 0 1 f or b ot h TI G R 4 a n d E F 3 0 3 0, a n d p < 0. 0 0 5 f or t h e T 4 R 
str ai n. 
Fi g ur e 3. 2 I n cr e as e d bi ofil m p h e n ot y p e is zi n c-d e p e n d e nt 
Bi ofil m s gr o w n i n C h el e x -tr e at e d T H B p H 6. 5 wit h v ar yi n g c o n c e ntr ati o ns of a) c o p p er 
( 0, 1 5, 3 0, 4 5 µ M) a n d b) m a n g a n es e ( 0 , 1, 3, 5 µ M). Kr us k al W allis a n al ysis c o m p ari n g 
t h e m e a n of e a c h c o n c e ntr ati o n i n di c at e d n o st atisti c al si g nifi c a n c e wit h p = 0. 8 1 a n d 
p = 0. 8 5, f or c o p p er a n d m a n g a n es e, r es p e cti v el y. S a m pl e e x p os e d t o 0 µ M m a n g a n es e 
f ail e d t o gr o w as i n di c at e d b y ( *). M e a n w as c al c ul at e d fr o m t h e O D 6 0 0 n m of bi ofil ms 









   
    
    




I n or d er t o d et er mi n e h o w c ell vi a bilit y c o ntri b ut e d t o bi ofil m d e nsit y, b ot h 
s u p er n at a nts a n d bi ofil m s w er e c oll e ct e d a n d pl at e d f oll o wi n g t h e 6 h i n c u b ati o n p eri o d. 
I n t h e T 4 R str ai n, si g nifi c a nt diff er e n c es w er e s e e n i n t h e t ot al n u m b er of vi a bl e c ell s 
f o u n d wit hi n b ot h t h e s u p er n at a nt a n d bi ofil ms as zi n c a v ail a bilit y i n cr e as e d ( Fi g ur e 
3 . 3a). I nt er esti n gl y t h o u g h, o nl y bi ofil m vi a bilit y w as si g nifi c a ntl y diff er e nt a cr oss t h e 
d iff er e nt tr e at m e nt c o n c e ntr ati o ns i n t h e TI G R 4 bi ofil ms ( Fi gur e 3. 3 b). A d diti o n all y, 
t h er e w er e n o si g nifi c a nt diff er e n c es i n vi a bilit y a m o n g t h e 1 0 0 -5 0 0 µ M zi n c 
c o n c e ntr ati o ns i n b ot h t h e T 4 R a n d E F 3 0 3 0 c ult ur es gr o w n pl a n kt o ni c all y i n gl ass c ult ur e 
t u b es ( Fi gur e 3. 3 c & F i g ur e B. 7 b ). S ur prisi n gl y, t h o u g h n o d e cr e as e i n vi a bilit y w as s e e n 
i n 5 0 0 µ M TI G R 4 bi ofil ms s a m pl es, c ult ur es gr o w n pl a n kt o ni c all y s h o w e d a si g nifi c a nt 
d e cr e as e i n vi a bilit y w h e n gr o w n i n t h e pr es e n c e of 5 0 0 µ M zi n c ( Fi g ur e B. 7 a ). T h es e 
d at a i n di c at e t h at zi n c d o es n ot a p p e ar t o str o n gl y e n h a n c e gr o wt h, a n d t h er ef or e c a n n ot 
b e t h e pri m ar y f a ct or c o ntri b uti n g t o t h e p h e n ot y p e s h o w n i n F i g ur e 3. 1; m or e o v er, zi n c 
c o ul d p ot e nti all y b e c o ntri b uti n g t o c ell -c ell i nt er a cti o ns b et w e e n p n e u m o c o c ci wit hi n 
















Fi g ur e 3. 3 Vi a bilit y of S. p n e u m o ni a e tr e at e d wit h 0-5 0 0 µ M zi n c 
Pl at e c o u nts of T 4 R r e pr es e nti n g c ell s wit hi n b ot h t h e s u p er n at a nt (i n di c at e d b y stri p e d 
b ars) a n d bi ofil m (i n di c at e d b y s oli d b ars). Kr us k al W allis a n al ysis i n di c at e d p < 0. 0 0 0 5 
f or s u p er n at a nt s a m pl es, a n d p < 0. 0 1 f or bi ofil m s a m pl es i n t h e T 4 R str ai n. b) C o u nt s 
fr o m b ot h s u p er n at a nt (stri p e d b ars) a n d bi ofil m c ell s (s oli d b ars) of t h e TI G R 4 str ai n 
r e v e al e d a si g nifi c a n c e l e v el of p < 0. 0 1 i n t h e bi ofil m s a m pl es, a n d n o st ati sti c al 
si g nifi c a n c e i n t h e s u p er n at a nt s a m pl es f oll o wi n g Kr us k al W allis a n al ysis. c) Vi a bilit y of 
T 4 R gr o w n pl a n kt o ni c all y i n c ult ur e t u b es wit h v ar yi n g c o n c e ntr ati o ns of zi n c ( 1 0 0 -5 0 0 
µ M) r e v e al e d n o st ati sti c al diff er e n c es f oll o wi n g Kr us k al W allis a n al ysis, p = 0. 8 9. 
I n a d diti o n t o vi a bilit y pl ati n g, s c a n ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y ( S E M) w as u s e d t o 
ass ess bi ofil ms gr o w n o n T h er m a n o x c o v ersli ps. Mi cr o gr a p hs d e m o nstr at e d t h at gr o wt h 
i n t h e pr es e n c e of gr e at er zi n c c o n c e ntr ati o ns l e d t o f or m ati o n of m or e s u bst a nti al 
b a ct eri al cl ust ers ( Fi g ur es 3. 4 a -c). T o i n v esti g at e a m or e p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt m o d el, 
T 4 R w as i n o c ul at e d i nt o t h e a pi c al c h a m b er of tr a ns w ell s c o nt ai ni n g a m o n ol a y er of 
diff er e nti at e d pri m ar y h u m a n br o n c h otr a c h e al a n d all o w e d t h e m t o gr o w f or 2 4 h i n t h e 
pr es e n c e of v ari o us c o n c e ntr ati o ns of zi n c. F oll o wi n g i n c u b ati o n, t h e c ell m o n ol a y er w as 






    
   
 
 
    
       
   
           
        
t h e b a ct eri a att a c h e d t o t h e c ell m o n ol a y er s h o w e d i n cr e asin g a g gr e g ati o ns as t h e zi n c 
a v ail a bilit y i n cr e as e d, si mil arl y t o w h at w as s e e n i n t h e pr e vi o us st ati c bi ofil m ass a ys. 
M ost i nt er esti n g; h o w e v er, w er e t h e l ar g e t hr e e -di m e nsi o n al pl a q u e -li k e str u ct ur es 
f or m e d b y t h e b a ct eri a i n t h e s a m pl es tr e at e d wit h 5 0 0 µ M zi n c ( Fi g ur e 3. 4 d -f).
Fi g ur e 3. 4 S c a n ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y of S. p n e u m o ni a e bi ofil ms 
a -c) Mi cr o gr a p hs of 6 h bi ofil ms gr o w n i n t h e pr e s e n c e of 0 , 1 0 0, a n d 5 0 0 µ M zi n c o n 
T h er m a n o x c o v ersli ps gr o w n i n 6 -w ell p ol yst yr e n e dis h es. d -f) Mi cr o gr a p h s of 2 4 h 
bi ofil m s gr o w n i n t h e pr e s e n c e of 0 , 1 0 0, a n d 5 0 0 µ M zi n c, o n t h e s urf a c e of pri m ar y 
h u m a n br o n c h otr a c h e al e pit h eli al c ell s. 
3. 4. 2  Zi n c D o es N ot S i g nifi c a ntl y A lt er In V i v o C ol o niz ati o n 
T o d et er mi n e if t h e eff e ct of zi n c o n bi ofil ms c o ul d b e e xt e n d e d i n vi v o, mic e w er e 
i n o c ul at e d i ntr a n as all y wit h S. p n e u m o ni a e E F 3 0 3 0 gr o w n i n 0 µ M or 2 5 0 µ M zi n c a n d 
s us p e n d e d i n P B S c o nt ai ni n g 0 µ M or 2 5 0 µ M zi n c. T h e E F 3 0 3 0 str ai n w as utili z e d f or 




      
   
     
   
        
        
    
     
        
     
     
       
      
 
   
    
 
i n v asi v e dis e as e (Bril es  et  al.,  1 9 9 2 ).  At  3  d a ys  p ost-i nf e cti o n,  mi c e  r e c ei v e d  eit h er  a
b o ost er of 2 5 0 µ M zi n c or P B S al o n e; or w er e s a crifi c e d t o d et er mi n e r at es of c ol o ni z ati o n. 
At d a y 6 p ost -i n o c ul ati o n, c ol o ni z ati o n of t h e r e m ai ni n g a ni m als w as d et er mi n e d. N as al 
w as h es a n d ti ss u es w er e c oll e ct e d f oll o wi n g e ut h a ni z ati o n of all a ni m als i n v ol v e d i n t h e 
c h all e n g e. At 3 d a ys p ost -i n o c ul ati o n, c ol o n y f or mi n g u nit s w er e m o d estl y i n cr e as e d i n t h e 
n as o p h ar y n x of  t h e a ni m als  tr e at e d wit h  t h e 0  µ M  i n o c ul u m  c o m p ar e d t o  t h e  2 5 0  µ M, 
t h o u g h t hi s di d n ot r e a c h st atisti c al si g nifi c a n c e ( Fi gur e 3. 5 a). O n t h e c o ntr ar y, t h e d at a 
c oll e ct e d fr o m t h e 6 -d a y c h all e n g e i n di c at e d t h at t h e a ni m als  t h at r e c ei v e d t h e 2 5 0 µ M 
c h all e n g e i n o c ul u m h a d a sli g htl y hi g h er b a ct eri al l o a d c o m p ar e d t o t h e a ni m als fr o m t h e 
0 µ M gr o u p, t h o u g h a g ai n t h es e d at a di d n ot r e a c h st atisti c al si g nifi c a n c e ( Fi g ur e 3. 5 b). 
Zi n c h as b e e n s h o w n t o alt er t h e n e utr o p hili c r es p o ns e; t h er ef or e, u p o n c o n cl usi o n of t h e 
st u d y, n as al ti ss u es w er e a n al y z e d usi n g hist ol o g y st ai ni n g a n d li g ht mi cr os c o p y t o d et e ct 
diff er e n c es i n n e utr o p hil a b u n d a n c e b et w e e n t h e tr e at m e nt gr o u ps r e c ei vi n g 0 µ M a n d 2 5 0 
µ M  zi n c  b o ost ers (Mil a ni n o  et  al.,  1 9 9 3 ; Fr eit a s  et  al.,  2 0 0 9 ; O n g  et  al.,  2 0 1 5 ).  N o 
si g nifi c a nt diff er e n c es w er e d et e ct e d i n t h e n u m b er of n e utr o p hils b et w e e n t h e n as al ti ss u es 
of t h e tr e at m e nt gr o u ps, i n di c ati n g n o e x a c er b ati o n i n t h e i nfl a m m at or y r e s p o ns e (Fi g ur e 












    
    
       
      
     
   
    
       
Fi g ur e 3. 5 Zi n c d o es n ot alt er i n vi v o c ol o ni z ati o n 
Mi c e w er e i n o c ul at e d i ntr a n as all y wit h t h e c ol o ni zi n g str ai n of E F 3 0 3 0 gr o w n i n eit h er 0 
µ M or 2 5 0 µ M zi n c ( 2 x 1 0 5 C F U/ 1 0 µ L). O n e gr o u p w as s a crifi c e d at d a y 3; a s e c o n d 
gr o u p w as tr e at e d wit h a zi n c b o ost er of 0 µ M or 2 5 0 µ M P B S 3 d a ys p ost - i n o c ul ati o n. 
Si x d a ys p ost -i n o c ul ati o n, r e m ai ni n g mi c e w er e s a crifi c e d. N as al w as h es a n d ti ss u es w er e
c oll e ct e d fr o m e a c h a ni m al, h o m o g e ni z e d, s eri all y dil ut e d, a n d pl at e d. C ol o n y c o u nts of 
n as al tiss u es a n d n as al w as h es w er e c o m bi n e d t o d et er mi n e r e pr es e nt ati v e v al u es of 
p n e u m o c o c ci c ol o ni zi n g. R es ult s w er e p o ol e d fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. 
St atisti c al a n al ysis of c ol o ni z ati o n at a) 3 d a ys p ost -i n o c ul ati o n r e v e al e d p = 0. 0 8 5 3; 
w h er e as, a n al ysis of c ol o ni z ati o n at b) 6 d a ys p ost -i n o c ul ati o n r e v e al e d p = 0. 1 3 5 9. 
3. 4. 3  Zi n c D o es N ot F u n cti o n as a n A nti o xi d a nt i n S. p n e u m o ni a e B i ofil m s
Zi n c h as b e e n s h o w n t o h a v e si mil ar a nti o xi d a nt pr o p erti es t o m a n g a n es e, i n t h at it 
c a n a nt a g o ni z e r e d o x -a cti v e m et als s u c h as ir o n or c o p p er b y li miti n g t h eir pr o d u cti o n of 
r e a cti v e  o x y g e n  s p e ci es (P o w ell,  2 0 0 0 ). S.  p n e u m o ni a e is  k n o w n  t o  pr o d u c e u p  t o
milli m ol ar c o n c e ntr ati o ns of h y dr o g e n p er o xi d e as a b y pr o d u ct of it s m et a b oli s m b y t h e 
e n z y m e  p yr u v at e  o xi d as e,  S p x B (M c L e o d  a n d  G or d o n,  1 9 2 2 ; P eri c o n e et  al.,  2 0 0 3 ). 
T h er ef or e, t o d et er mi n e if zi n c f u n cti o ns as a n a nti o xi d a nt t o pr ot e ct a g ai nst p n e u m o c o c c al 




    
       
   
         
    
    
   
 
   
 
  
   
   
 
 
   
   
str ai n  pr o d u c es  tr a c e  a m o u nt s  of  h y dr o g e n  p er o xi d e,  if  zi n c  w er e f u n cti o ni n g  as  a n 
a nti o xi d a nt, t h er e s h o ul d b e littl e diff er e n c e i n bi ofil m f or m ati o n a c r oss t h e diff er e nt zi n c 
c o n c e ntr ati o ns.  I nt er esti n gl y,  t h e  d at a fr o m  t hi s  ass a y  d e m o nstr at e d  a si mil ar  d os e -
d e p e n d e nt  eff e ct  t o  t h at  of  t h e  p ar e nt al  T 4 R  str ai n  i n di c ati n g n o  r ol e f or zi n c  i n t h e 
pr ot e cti o n a g ai nst H 2 O 2 ; h o w e v er, a h ei g ht e n e d s e nsiti vit y t o hi g h c o n c e ntr ati o ns of zi n c 
w as s e e n i n t h e ∆ S p x B str ai n gr o w n i n 5 0 0 µ M zi n c c o m p ar e d t o ∆ S p x B gr o w n i n 0 -2 5 0 
µ M c o n c e ntr ati o ns ( Fi g ur e B. 9 ).
3. 4. 4  Zi n c R e g ul at es P n e u m o c o c c al A ut ol ysis 
T h e m aj or p n e u m o c o c c al a ut ol ysi n, L yt A, is k n o w n t o c o nt ai n a n o ct a h e dr all y 
c o or di n at e d zi n c i o n at t h e c at al yti c c e nt er, i n di c ati n g t h at zi n c is i n v ol v e d i n t h e 
r e g ul ati o n of L yt A (M ellr ot h et al., 2 0 1 4 ). P n e u m o c o c c al a ut ol ysis c a n fr e e D N A t h at 
c o ul d t h e n c o ntri b ut e t o bi ofil m f or m ati o n as h as b e e n pr e vi o usl y d es cri b e d (St ei n m o e n 
et al., 2 0 0 2 ; D o m e n e c h et al., 2 0 1 5 ). T o d et er mi n e if L yt A is c o ntri b uti n g t o i n cr e as e d 
bi ofil m f or m ati o n s e e n i n t h e p ar e nt al T 4 R str ai n, t h e eff e ct of zi n c o n bi ofil m f or m ati o n 
i n a m ut a nt str ai n l a c ki n g L yt A ( ∆ L yt A) w as i n v esti g at e d. T h e l oss of L yt A di d n ot 
eli mi n at e t h e p h e n ot y p e as s h o w n i n Fi g ur e 3. 6 a, a n d t h e m ut a nt str ai n l a c ki n g L yt A 
a p p e ar e d m or e s e nsiti v e t o t h e 5 0 0 µ M zi n c tr e at m e nt ( Fi g ur e B. 1 0 ). T h es e d at a i n di c at e 
t h at t h e i n cr e as e i n bi ofil m d e nsit y is n ot d u e t o L yt A-d e p e n d e nt D N A r el e as e. T o 
d et er mi n e if zi n c w as r e g ul ati n g L yt A -d e p e n d e nt a ut ol ysis at p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt 
c o n c e ntr ati o ns, si mil arl y t o w h at w as s h o w n b y H ölt j e a n d T o m as z at 1-1 0 m M, c ult ur es 
of T 4 R w er e gr o w n i n t h e pr es e n c e of 0 -5 0 0 µ M zi n c t o a n O D 6 0 0 n m of 0. 5 a n d tr e at e d 











   
 
 
    
  
C ult ur es gr o w n i n hi g h er c o n c e ntr ati o ns of zi n c w er e m or e r esist a nt t o D O C -i n d u c e d 
a ut ol ysis, w h er e as, c ult ur es gr o w n wit h o ut zi n c c o m pl et el y a ut ol ys e d wit hi n 5 m . A 
∆ L yt A s a m pl e w as i n cl u d e d t o s h o w t h at t h e D O C -i n d u c e d a ut ol ysis is L yt A-d e p e n d e nt. 
T his i n di c at es t h at e n h a n c e d zi n c a v ail a bilit y pr ot e ct s a g ai nst a ut ol ysis, a n d t h er ef or e is 
n ot li k el y e n h a n ci n g a ut ol ysis -d e p e n d e nt D N A r el e as e t h at c o ul d i n t ur n b e c o ntri b uti n g 
t o bi ofil ms.
















 L y t A
0  M
1 0 0  M
2 5 0  M
5 0 0  M
Fi g ur e 3. 6 Zi n c r e g ul at es p n e u m o c o c c al a ut ol ysis 
Cr yst al vi ol et st ai ni n g of ∆ L yt A bi ofil ms gr o w n f or 6 h i n C h el e x -tr e at e d T H B p H 6. 5 
wit h m et als s u p pl e m e nt e d a n d zi n c s u p pl e m e nt e d at 0 -5 0 0 µ M. Kr us k al W allis a n al ysis 
i n di c at e d a si g nifi c a n c e l e v el of  p < 0. 0 0 0 1 b y c o m p ari n g t h e m e a ns of s a m pl es tr e at e d 
w it h 1 0 0, 2 5 0, a n d 5 0 0 µ M zi n c. b) T 4 R 0 µ M ( gr e e n), 1 0 0 µ M ( bl u e), 2 5 0 µ M ( p ur pl e), 
a n d 5 0 0 µ M (r e d); a n d ∆ L yt A c o ntr ol ( or a n g e) c ult ur es i n o c ul at e d wit h D O C t o i n d u c e 
a ut ol ysis, O D 6 0 0 n m r e a d e v er y 6 0 s f or 1 0 m. A ut ol ysis c ur v e s h o w n is r e pr es e nt ati v e of 
t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. 
3. 4. 5  Zi n c A v ail a bilit y In cr e as es C ell -C ell A g gr e g ati o n 
T o ass ess a p ossi bl e r ol e of zi n c i n c ell -c ell i nt er a cti o ns, a g gr e g ati o n w as as s ess e d 
b y b ot h pl ati n g a n d mi cr os c o p y. C ult ur es of T 4 R w er e gr o w n t o a hi g h o pti c al d e n sit y 
















    
   
 
pr e v e nt gr o wt h of t h e c ells f or 1 a n d 2 h. F oll o wi n g i n c u b ati o n, t h e c ult ur es w er e mi x e d, 
s eri all y dil ut e d, a n d pl at e d. R es ult s fr o m t his ass a y r e v e al e d t h at aft er 1 h i n t h e pr es e n c e
of 5 0 0 µ M zi n c, t h e c ol o n y f or mi n g u nit s wit hi n t h e c ult ur e w er e si g nifi c a ntl y 
di mi ni s h e d b y n e arl y 5 0 % ( Fi g ur e 3. 7 a, p < 0. 0 5). T his p h e n ot y p e w as c o nsist e nt i n 
s a m pl es i n c u b at e d o n i c e f or 2 h. T o v erif y t h e h y p ot h esis of c ell -c ell cl u m pi n g i n t h e 
pr es e n c e of e x c ess zi n c, si mil ar ass a ys w er e p erf or m e d i n w hi c h T 4 R w as gr o w n t o a 
hi g h o pti c al d e nsit y a n d 1 m L c ult ur es w er e c e ntrif u g e d a n d r es us p e n d e d i n P B S wit h 0, 
1 0 0, or 5 0 0 µ M zi n c, tr a nsf err e d t o a c h a m b er w ell sli d e, a n d i n c u b at e d o n i c e f or 1 h. 
F oll o wi n g i n c u b ati o n o n i c e, w ell s w er e ri ns e d, st ai n e d wit h cr yst al vi ol et, a n d i m a g e d b y 
li g ht mi cr os c o p y. Si mil arl y, s a m pl es w er e fi x e d wit h p ar af or m al d e h y d e, bl o c k e d wit h 
P B S c o nt ai ni n g B S A a n d m o us e s er u m, i n c u b at e d wit h a pri m ar y a nti -c ell w all 
p h os p h or yl c h oli n e a nti b o d y, i n c u b at e d wit h a s e c o n d ar y g o at a nti -m o us e I g A a nti b o d y 
t a g g e d wit h r h o d a mi n e, a n d i m a g e d b y fl u or es c e n c e mi cr os c o p y. T h e h y p ot h esis of zi n c 
c o ntri b uti n g t o c ell -c ell a g gr e g ati o ns w as c o nfir m e d b y t h e l ar g e cl u m ps (i n d i c at e d wit h 
a n arr o w) f o u n d pr es e nt o nl y i n t h e s a m pl e tr e at e d wit h 5 0 0 µ M zi n c ( Fi g ur e 3. 7 b). T his 
p h e n ot y p e w as c o nsist e nt i n t h e fl u or es c e nt mi cr o gr a p hs of s a m pl es tr e at e d wit h 5 0 0 µ M 
zi n c ( Fi g ur e 3. 7 c). T h es e d at a c o m bi n e d wit h t h e vi a bilit y d at a s h o w n i n Fi g ur e 3. 1
i n di c at e t h at t h e p h e n ot y p e c o nsist e ntl y s e e n a cr o ss t h e t hr e e Str e pt o c o c c u s p n e u m o ni a e 












Fi g ur e 3. 7 Zi n c a v ail a bilit y i n cr e as e s c ell -c ell a g gr e g ati o n 
a)  T 4 R c ult ur es w er e s pi k e d wit h 0, 1 0 0, or 5 0 0 µ M zi n c, i n c u b at e d o n i c e f or 1 or 2 h, 
a n d pl at e d f or vi a bilit y. A n al ysis vi a t h e n o n p ar a m etri c M a n n -W hit n e y t e st r e v e al e d n o 
si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n 0 a n d 1 0 0 µ M s a m pl es at b ot h t h e 1 a n d 2 h ti m e p o i nt s; 
h o w e v er, a n al ysis c o m p ari n g t h e 0 a n d 5 0 0 µ M s a m pl es r e v e al e d a si g nifi c a n c e l e v el of 
p < 0. 0 5 f oll o wi n g b ot h 1 a n d 2 h i n c u b ati o n o n i c e. b) Li g ht mi cr o gr a p hs at 2 0 x 
m a g nifi c ati o n of cr yst al vi ol et st ai n e d T 4 R i n c h a m b er w ell sli d es f oll o wi n g tr e at m e n t 
wit h 0 -5 0 0 µ M zi n c a n d 1 h i n c u b ati o n o n i c e. N oti c e a bl e a g gr e g at es (i n di c at e d b y t h e 
bl a c k arr o w) f or m e d o nl y i n t h e s a m pl es tr e at e d wit h 5 0 0 µ M zi n c. c) Fl u or es c e nt 
mi cr o gr a p hs t a k e n at 4 0 x m a g nifi c ati o n of T 4 R a g gr e g at es f or m e d aft er 1 h e x p os ur e t o 











    
3. 5 Dis c u ssi o n 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e is a n o bli g at e h u m a n p at h o g e n c o m m o nl y k n o w n f or 
c a usi n g t h e i n v asi v e dis e as es: p n e u m o ni a, s e pti c e mi a, a n d m e ni n gitis. T h e m e c h a nis m s 
of p n e u m o c o c c al i n v asi v e dis e as es h a v e b e e n w ell st u di e d; h o w e v er, i n or d er f or 
p n e u m o c o c c us t o diss e mi n at e a n d c a us e i n v asi v e dis e as e it m ust first c ol o ni z e t h e h u m a n 
n as o p h ar y n x. M or e t h a n 1. 5 milli o n si n usitis a n d otiti s m e di a i nf e cti o ns h a v e r es ult e d 
s ol el y fr o m p n e u m o c o c c al c ol o ni z ati o n a n d b i ofil m f or m ati o n, a n d i n t h e U nit e d St at es 
al o n e, r es ult e d i n t h e s p e n di n g of m or e t h a n $ 9 2 7 milli o n i n tr e at m e nt c osts (H u a n g et al., 
2 0 1 1 ). T h o u g h p n e u m o c o c ci f ou n d pri m aril y gr o wi n g wit hi n bi ofil ms h a v e b e e n s h o w n 
t o n ot b e hi g hl y i n v asi v e, t h e f or m ati o n of bi ofil ms i s criti c al f or t h e e pi d e mi ol o g y of t his 
p at h o g e n, al o n g wit h m a n y ot h ers (J eff ers o n, 2 0 0 4 ; H all‐ St o o dl e y a n d St o o dl e y, 2 0 0 9 ; 
S a n c h e z et al., 2 0 1 1 ; Gill e y a n d Ori h u el a, 2 0 1 4 ). 
Zi n c a v a il a bilit y r a n g es wit hi n t h e r es pir at or y tr a ct of t h e h u m a n b o d y fr o m 
c o n c e ntr ati o ns as l o w as 5 µ M t o as hi g h as 3 0 0 µ M (B a yl e et al., 2 0 1 1 ; M c D e vitt et al., 
2 0 1 1 ; H o ns a et al., 2 0 1 3 ). Zi n c h as b e e n s h o w n t o r e g ul at e a v ari et y of c ell ul ar f u n cti o ns 
i n p n e u m o c o c c us, i n cl u di n g tr a ns cri pti o n al r e g ul ati o n t hr o u g h t h e zi n c-d e p e n d e nt 
r e pr ess or A d c R a n d m a n g a n es e li mit ati o n t hr o u g h c o m p etiti v e bi n di n g of pr ot ei ns 
i n v ol v e d i n m et al a c q uisiti o n (R e y es -C a b all er o et al., 2 0 1 0 ; M c D e vitt et al., 2 0 1 1 ; 
S h af e e q et al., 2 0 1 1 ; Eij k el k a m p et al., 2 0 1 4 ). A v ail a bl e zi n c is k n o w n t o b e c o n c e ntr at e d 
i n c ert ai n mi cr o ni c h es wit hi n t h e h u m a n b o d y, o n e of w hi c h is t h e air w a y e pit h eli u m of 
t h e n as o p h ar y n x (Z al e ws ki et al., 2 0 0 5 ). W e h a v e pr e vi o usl y s h o w n t h at m ut a nts l a c ki n g 


















c ol o ni z e t h e m uri n e n as o p h ar y n x c o m p ar e d t o wil dt y p e TI G R 4 (Br o w n et al., 2 0 1 6 ). 
H o w e v er, a r ol e f o r zi n c s p e cifi c all y i n t h e f or m ati o n of bi ofil ms h as, t o o ur k n o wl e d g e, 
n ot b e e n d es cri b e d. I n t hi s st u d y, w e h a v e d e m o nstr at e d a n a d diti o n al as p e ct of 
p n e u m o c o c c al p at h o p h ysi ol o g y t h at is s e nsiti v e t o m et al a v ail a bilit y. O ur r es ult s i n di c at e 
t h at p n e u m o c oc ci t h at h a v e e n c o u nt er e d hi g h c o n c e ntr ati o ns of zi n c, s u c h as t h at f o u n d 
d uri n g n e utr o p hili c r es p o ns e or d uri n g p n e u m o c o c c al i nf e cti o n i n t h e bl o o d ar e c a p a bl e 
of f or mi n g l ar g er a g gr e g at es a n d bi ofil ms wit hi n v er y s h ort p eri o ds of ti m e i n vitr o. 
I nt er estin gl y, w e h a v e s h o w n t h at t his i s a zi n c -d e p e n d e nt aff e ct as alt eri n g c o p p er or 
m a n g a n es e l e d t o virt u all y n o c h a n g e i n bi ofil m f or m ati o n. T o d et er mi n e if t hi s 
p h e n ot y p e e xt e n d e d i nt o a n a ni m al m o d el, w e a n al y z e d i ntr a n as al c ol o ni z ati o n i n a ni m als 
tr e at e d wit h 0 or 2 5 0 µ M zi n c. A ni m als i n t h e hi g h zi n c tr e at m e nt gr o u p w er e c h all e n g e d 
wit h 2 5 0 µ M as pr e vi o us st u di es h a v e s h o w n t h at zi n c i n h al ati o n c a n d a m a g e t h e 
olf a ct or y s yst e m a n d r es ult i n a n os mi a as w ell as i n cr e as e d m a cr o p h a g es a n d 
l y m p h o c yt es i n t h e l u ngs (M arrs et al., 1 9 8 8 ; D u n c a n -L e wis et al., 2 0 1 1 ). T h o u g h m o d est 
diff er e n c es w er e s e e n b et w e e n t h e t w o tr e at m e nt gr o u ps, d at a c oll e ct e d fr o m b ot h 3 a n d 6 
d a ys p ost i n o c ul ati o n di d n ot r e a c h st ati sti c al si g nifi c a n c e. W e b eli e v e t hi s c o ul d b e d u e 
t o hi g h v ari a n c e n or m all y ass o ci at e d wit h i n vi v o c ol o ni z ati o n st u di es. A n ot h er li mit ati o n 
t o t his i n vi v o st u d y c o ul d b e t h e p ot e nti al f or zi n c t o alt er t h e h ost i m m u n e r es p o ns e. I n 
or d er t o miti g at e t hi s, w e ass ess e d n e utr o p hil a b u n d a n c e a n d s a w n o si g nifi c a nt 
diff er e n c es b et w e e n t h e n e utr o p hils pr es e nt at t h e 3 a n d 6 d a y ti m e p oi nts. It w o ul d b e 
i nt er esti n g t o f urt h er i n v e sti g at e t h e eff e ct of zi n c o n n e utr o p hils at a n e arli er ti m e p oi nt






   
 










Si n c e zi n c is k n o w n t o pl a y a r ol e i n pr ot e cti o n a g ai nst o xi d ati v e str ess, w e als o 
i n v esti g at e d bi ofil m f or m ati o n i n m ut a nts l a c ki n g S p x B, t h e pr ot ei n r es p o nsi bl e f or t h e
pr o d u cti o n of c o pi o us a m o u nt s of h y dr o g e n p er o xi d e. W e e x p e ct e d t h at if t h e i n cr e as e i n 
bi ofil ms w e h a v e o bs er v e d is d e p e n d e nt o n zi n c pr ot e cti n g a g ai nst H 2 O 2 , t h e n t h er e
w o ul d b e n o diff er e n c e i n bi ofil m f or m ati o n i n m ut a nts t h at pr o d u c e tr a c e a m o u nt s of 
H 2 O 2 . It a p p e ars t h at, i n o ur m o d el, zi n c d o es n ot t o pr ot e ct a g ai nst p n e u m o c o c c al H2 O 2 , 
t h o u g h w e di d n ot e t h at t h e ∆ S p x B str ai n w as m or e s e nsiti v e t o t h e 5 0 0 µ M zi n c 
tr e at m e nt t h a n t h e p ar e nt al T 4 R str ai n. W e h y p ot h esi z e t hi s c o ul d b e d u e t o t h e f a ct t h at 
S p x B is criti c al f or n or m al m et a b oli c r e a cti o ns t o o c c ur. A r e c e nt st u d y fr o m O n g et al .
s h o w e d t h at zi n c disr u pts c ar b o n m et a b oli s m i n t h e cl os el y r el at e d Str e pt o c o c c us 
p y o g e n es (O n g et al., 2 0 1 5 ). W e ar e c urr e ntl y i n v e sti g ati n g t h e eff e ct of zi n c i nt o xi c ati o n 
o n m et a b oli s m i n p n e u m o c o c c al bi ofil ms. 
E xtr a c ell ul ar D N A h as b e e n e xt e nsi v el y c h ar a ct eri z e d as pl a yi n g a r ol e i n t h e 
f or m ati o n of bi ofil m s i n s e v er al diff er e nt b a ct eri al s p e ci es (C arr ol o et al., 2 0 1 0 ; Gl o a g et 
al., 2 0 1 3 ; T a n g et al., 2 0 1 3 ). P n e u m o c o c c us s p e cifi c all y h as t h e a bilit y t o r el e as e
e xtr a c ell ul ar D N A t hr o u g h t h e pr o c ess of L yt A -d e p e n d e nt a ut ol ysis (St ei n m o e n et al., 
2 0 0 2 ; D o m e n e c h et al., 2 0 1 5 ). D o m e n e c h et al. h a v e p u bli s h e d m ulti pl e st u di es 
hi g hli g hti n g t h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e c h oli n e -bi n di n g f a mil y of pr ot ei n s a n d 
e xtr a c ell ul ar D N A i n p n e u m o c o c c al bi ofil ms (M o s c os o et al., 2 0 0 6 ; D o m e n e c h et al., 
2 0 1 5 ). I n or d er t o i n v esti g at e if L yt A-d e p e n d e nt a ut ol ysis w as c o ntri b uti n g t o o ur 
i n cr e asi n g bi ofil ms i n diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of zi n c, w e utili z e d a m ut a nt l a c ki n g L yt A. 











   
 
 
   
  
 
   
 
 
is n ot e ntir el y L yt A-d e p e n d e nt. W e ar e als o c urr e ntl y i nt er est e d i n t h e r ol e of L yt B a n d 
L yt C as t h e y h a v e als o b e e n s h o w n t o i nt er a ct wit h e xtr a c ell ul ar D N A i n bi ofil m m atri c es 
(D o m e n e c h et al., 2 0 1 5 ). D u e t o t h e pr es e n c e of a zi n c i o n c at al yti c c e nt er at t h e h e art of
L yt A, w e i n v esti g at e d t h e eff e ct of zi n c s u p pl e m e nt ati o n o n p n e u m o c o c c al a ut ol ysis. T h e 
fi n di n gs fr o m t h es e ass a ys s h o w t h at hi g h er c o n c e ntr ati o ns d el a y t h e o ns et of 
p n e u m o c o c c al a ut ol ysis. T h es e d at a i n di c at e t h at zi n c c o ul d p ot e nti all y i n hi bit L yt A -
d e p e n d e nt a ut ol ysis w hi c h, r at h er t h a n li b er ati n g i ntr a c ell ul ar D N A, c o ul d i nst e a d r es ult 
i n gr e at er bi o m ass, a n d t h us c o ntri b ut e t o bi ofil m f or m ati o n. 
St u di es i n St a p h yl o c o c c us a ur e us h a v e s h o w n a r ol e f or zi n c i n c ell -c ell 
ass o ci ati o ns d uri n g bi ofil m f or m ati o n t hr o u g h a cti vit y of t h e pr ot ei n S as G (C o nr a d y et 
al., 2 0 0 8 ; F or m os a -D a g u e et al., 2 0 1 6 ). A d diti o n all y, d eri v ati v es of t h e c o m p o u n d 2-
a mi n o b e n zi mi d a z ol e ( 2 -A BI) h a v e pr o v e n s u c c es sf ul i n di s p ersi n g bi ofil ms f or m e d b y 
m et hi cilli n -r esist a nt S. a ur e us ( M R S A), v a n c o m y ci n-r esist a nt E nt er o c o c c u s f a e ci u m 
( V R E), a n d St a p h yl o c o c c us e pi d er mi di s t hr o u g h a zi n c-d e p e n d e nt m e c h a nis m (R o g ers et 
al., 2 0 0 9 ). I n t hi s st u d y w e f o u n d t h at si mil arl y t o w h at h as b e e n s h o w n i n m ulti pl e
St a p h yl o c o c c us s p e ci es, Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e b e gi ns t o a g gr e g at e w h e n e x p os e d t o 
hi g h c o n c e ntr ati o ns of zi n c as q ui c kl y as 1 h aft er e x p os ur e. U n d erst a n di n g t h e 
m e c h a nis m r es p o nsi bl e f or zi n c -d e p e n d e nt a g gr e g ati o n i n p n e u m o c o c c us, c o ul d pr es e nt a 
n o v el dr u g t ar g et wit h t h e a bilit y t o i n hi bit bi ofil m f or m ati o n p ossi bl y i m p a cti n g m ulti pl e 

















M R S A, V R E, S. e pi d er mi di s a n d S. p n e u m o ni a e ar e s o m e of t h e l e a di n g Gr a m -
p ositi v e p at h o g e ns i n t er ms of b ot h m or bi dit y a n d m ort alit y, a n d t h e a bilit y t o f or m 
bi ofil ms i s a n e xtr e m el y i m p ort a nt as p e ct of p at h o g e n esis f or e a c h of t h es e 
mi cr o or g a nis m s. D e v el o p m e nt of n o v el t h er a p e uti cs t h at c o ul d hi n d er zi n c a c q uisiti o n or 
ai m t o bl o c k c ol o ni z ati o n a n d bi ofil m f or m ati o n w o ul d dr asti c all y h el p t o c o m b at t h es e 
si g nifi c a nt h u m a n p at h o g e ns. A d diti o n all y, gi v e n t h e dr a m ati c i n cr e as e i n a nti bi oti c 
r esist a n c e i n t h es e s p e ci e s, s p e cifi c all y, i d e ntif yi n g n e w t ar g ets f or a nti mi cr o bi als i s 
i m p er ati v e. 
3. 6 A c k n o wl e d g e m e nts 
W e w o ul d li k e t o a c k n o wl e d g e A m a n d a L a wr e n c e at t h e Mis sis si p pi St at e 
U ni v ersit y I nstit ut e f or I m a gi n g a n d A n al yti c al T e c h n ol o gi es (I 2 A T) f or h er assi st a n c e 
wit h s c a n ni n g el e ctr o n mi cr os c o p y. W e w o ul d a d diti o n all y li k e t o t h a n k M att h e w Br o w n 
f or t h e us e of his Z eiss A xi os k o p 2 Pl us a n d Al e x Ti c e f or his assist a n c e wit h 
mi cr os c o p y. J A T’s l a b is s u p p ort e d b y a n I nstit uti o n al D e v el o p m e nt A w ar d (I D e A) fr o m 


















U N C H A R A C T E RI Z E D O P E R O N O F S T R E P T O C O C C U S P N E U M O NI A E A L T E R S 
C E L L U L A R M E T A B O LI S M A N D O XI D A TI V E S T R E S S R E S P O N S E D U RI N G 
ZI N C -S T A R V A TI O N 
Li n ds e y R. B r o w n-B ur c h a m , R e b e c c a Hill, R a c h el C. C a ul ki ns, M ari a V. K alt c h e n k o, 
J os e p h P. E m ers o n, Bi n d u N a n d uri, J as o n W. R os c h, Ni c h ol as C. Fit z k e e , a n d J usti n A. 
T h or nt o n 
4. 1 A bst r a ct 
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e c ol o ni z es t h e m u c os al s urf a c es of t h e h u m a n 
n as o p h ar y n x a n d is a l e a di n g c a us e of c o m m u nit y -a c q uir e d p n e u m o ni a, a c ut e otitis 
m e di a, a n d b a ct eri al m e ni n gitis. A c q uisiti o n of m et als i s vit al t o t h e s ur vi v al of t his 
p at h o g e n a n d c o ntri b ut es si g nifi c a ntl y t o b ot h c ol o ni z ati o n a n d i n v asi v e dis e as e. 
Mi cr o arr a y a n al ysis, a n d c o nfir m ati o n b y q R T -P C R, r e v e al e d a n u pr e g ul ati o n of a n 
u n c h ar a ct eri z e d o p er o n e n c o d e d b y g e n es S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 i n p n e u m o c o c ci s u bj e ct e d t o 
zi n c -c h el ati o n b y T P E N. S u p pl e m e nt ati o n of eit h er zi n c or c o b alt f oll o wi n g T P E N 
tr e at m e nt dr asti c all y a br o g at e d i n d u cti o n. B L A S T a n al ysis pr e di ct e d t hi s o p er o n t o 
e n c o d e t w o A B C -tr a ns p ort ers, s h ari n g h o m ol o g y t o a m ulti dr u g r esist a n c e s yst e m 
( S P 1 4 3 4-1 4 3 5) a n d a n e n er g y -c o u pli n g f a ct or ( E C F) tr a ns p ort s yst e m ( S P 1 4 3 6 -1 4 3 8). 
















   
    
 
    
     
  
 
i ntr a c ell ul ar c o n c e ntr ati o ns of ir o n, zi n c, a n d m a n g a n es e i n a ∆ 1 4 3 4-8 str ai n c o m p ar e d t o 
t h e p ar e nt al T 4 R. A n al ysis of t h e s e cr et e d m et a b ol o m e of t h e p ar e nt al T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
str ai n i d e ntifi e d si g nifi c a nt c h a n g es i n p n e u m o c o c c al gl y c ol yti c p at h w a ys, i n di c ati n g a 
s hift t o w ar ds t h e pr o d u cti o n of c o pi o us a m o u nt s of l a cti c a ci d. A d diti o n all y, pr ot e o mi c 
a n al ysis r e v e al e d 4 1 diff er e nti all y e x pr ess e d pr ot ei ns i n t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n, wit h r o u g hl y 
2 0 % of t h e m r e g ul at e d b y t h e gl o b al c at a b olit e r e pr ess or, C c p A. B as e d o n t h e 
c o n cl usi o ns fr o m t h es e fi n di n gs, w e pr o p os e t h at g e n es S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 ar e tr a ns cri b e d as 
a n o p er o n t h at ar e l ar g el y i n v ol v e d i n t h e c e ntr al m et a b oli s m of S. p n e u m o ni a e a n d of 
gr e at i m p ort a n c e d uri n g zi n c-li mit ati o n. 
4. 2 I nt r o d u cti o n 
B a ct eri a h a v e e v ol v e d a wi d e v ari et y of c o m pl e x pr ot ei n s yst e ms c all e d A T P -
bi n di n g c ass ett e ( A B C) tr a ns p ort ers t h at f u n cti o n pri m aril y t o tr a ns p ort m ol e c ul es a cr oss 
c ell m e m br a n es (T er B e e k et al., 2 0 1 4 ). T h es e s yst e ms ar e k n o w n t o b e i n v ol v e d i n t h e
u pt a k e a n d effl u x of m a n y diff er e nt s u bstr at es, i n cl u di n g vit a mi n B 1 2 , ir o n-bi n di n g 
si d er o p h or es, a n d fr e e m et al i o ns (Cl a v er ys, 2 0 0 1 ; K ost er, 2 0 0 1 ; B ort hs et al., 2 0 0 5 ).
T h es e tr a ns p ort s yst e ms ar e cl assifi e d i nt o diff er e nt cl ass es of i m p ort ers f o u n d o nl y i n 
pr o k ar y oti c s yst e ms (t y p es I, II, a n d III) a n d e x p ort ers f o u n d i n b ot h pr o k ar y oti c a n d 
e u k ar y oti c s yst e ms (T er B e e k et al., 2 0 1 4 ). T y p e III i m p ort ers or e n er g y c o u pli n g f a ct or 
( E C F) tr a ns p ort ers w er e t h e m ost r e c e ntl y c h ar a ct eri z e d a n d t h e y diff er fr o m i m p ort er 
t y p es I a n d II i n t h at t h e y l a c k a s u bstr at e-bi n di n g d o m ai n or s u bstr at e -bi n di n g pr ot ei n 




    
 
 









   




   
   
i n t h e u pt a k e of vit a mi ns (t hi a mi n e a n d ri b ofl a vi n) a n d m et al i o ns (c o b alt a n d ni c k el )
(Er k e ns et al., 2 0 1 2 ; Kirs c h a n d Eiti n g er, 2 0 1 4 ; J osts et al., 2 0 1 6 ). 
I n a n eff ort t o st ar v e b a ct eri al p at h o g e ns fr o m a c q uiri n g t h e m et als t h e y n e e d t o 
s ur vi v e, t h e h u m a n i m m u n e s yst e m e x pr ess es pr ot ei ns t h at s e q u est er m et al i o ns, i n a
pr o c ess t er m e d “ n utriti o n al i m m u nit y ” (W ei n b er g, 1 9 7 5 ). I n a d diti o n t o t h e h osts’ 
c h el ati o n att e m pt s, t h e a nti bi oti c v a n c o m y ci n h as als o r e c e ntl y b e e n c h ar a ct eri z e d t o bi n d 
zi n c, a n d t hi s pr o cli vit y f or c h el ati o n c o ul d c o ntri b ut e t o t h e s u c c ess of t h e dr u g vi a 
b a ct eri al zi n c st ar v ati o n (Z ar k a n et al., 2 0 1 6 ). As or g a nis m s c o nti n u e t o e v a d e t h e 
i m m u n e r es p o ns e a n d e v ol v e r esist a n c e t o t h es e a ntibi oti cs, it i s m or e i m p ort a nt n o w t h a n 
e v er b ef or e t o u n d erst a n d h o w t h e y r es p o n d t o m et al st ar v ati o n. Dis c er ni n g t h e 
m e c h a nis m s b y w hi c h p at h o g e ns r es p o n d t o a n d o v er c o m e m et al st ar v ati o n is i m p ort a nt 
t o u n d erst a n di n g t h e p h ysi ol o g y of t h e or g a nis m, a n d im p er ati v e t o d e v el o pi n g 
t h er a p e uti cs t h at will eli mi n at e t h e m.
Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e , p n e u m o c o c c us, is a Gr a m-p ositi v e c o m m e ns al of t h e 
h u m a n n as o p h ar y n x a n d is t h e l e a di n g c a us e of c o m m u nit y a c q uir e d p n e u m o ni a 
w orl d wi d e (C D C, 2 0 1 5 ). Zi n c tr a ns p ort s yst e ms a n d t h e zi n c -d e p e n d e nt r e g ul o n, A d c R, 
of t h e p n e u m o c o c c us h a v e b e e n c h ar a ct eri z e d i n d et ail (B a yl e et al., 2 0 1 1 ; Pl u m ptr e et 
al., 2 0 1 4 a ; M a n z o or et al., 2 0 1 5 ; Br o w n et al., 2 0 1 6 ). H o w e v er, it r e m ai ns u n k n o w n if
ot h er zi n c -s e nsiti v e tr a ns p ort ers e xist. Pr e vi o us w or k fr o m o ur l a b or at or y h as i d e ntifi e d 
r ol es f or zi n c h o m e ost asi s i n b ot h i n v asi o n a n d bi ofil m f or m ati o n of S. p n e u m o ni a e 




     
  
 















m ol e c ul e f or t h e r e g ul ati o n of a gr o u p of g e n es t h at ar e i n v ol v e d i n h o m e o st ati c 
m ai nt e n a n c e . W e h y p ot h esi z e t h at t hi s g e n eti c l o c us m a k es u p a n o p er o n t h at i s zi n c -
s e nsiti v e a n d l ar g el y c o ntri b ut es t o c ell ul ar m et a b oli s m. H er e w e d e m o nstr at e a r ol e f or 
t hi s o p er o n i n o xi d ati v e str ess, c ar b o h y dr at e m et a b oli s m, a n d m et al i o n u pt a k e. 
C oll e cti v el y, t h is st u d y h as utili z e d a n o v el 2 D N M R a p pr o a c h a n d pr ot e o mi c a n al ysis t o 
id e ntif y m et a b oli c p at h w a ys of Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e t h at c o ntri b ut e t o h o m e ost asis 
d uri n g zi n c -st ar v ati o n. 
4. 3 M at e ri al s a n d M et h o d s 
4. 3. 1  Et hi c al St at e m e nt
All a ni m al st u di es w er e p erf or m e d i n c o m pli a n c e wit h a pr ot o c ol r e vi e w e d a n d 
a p pr o v e d b y t h e I nstit uti o n al A ni m al C ar e a n d Us e C o m mitt e e at Mi ssi ssi p pi St at e 
U ni v ersit y (I A C U C pr ot o c ol # 1 4-0 1 6). A ni m al h us b a n dr y w as pr o vi d e d b y v et eri n ar y 
st aff a n d t e c h ni ci a ns wit hi n t h e Ass o ci ati o n f or A ss ess m e nt a n d A c cr e dit ati o n of 
L a b or at or y A ni m al C ar e a n d t h e N ati o n al I nstit ut e s of H e alt h Offi c e of L a b or at or y 
A ni m al W elf ar e ass ur e d pr o gr a m at M S U. All w or k w as p erf or m e d i n a d h er e n c e t o t h e 
U nit e d St at es P u bli c H e alt h S er vi c e P oli c y o n H u m a n e C ar e a n d Us e of L a b or at or y 
A ni m als a n d G ui d e f or t h e C ar e a n d Us e of L a b or at or y A ni m als. A d diti o n all y, all 
e x p eri m e nts w er e p erf or m e d i n a c c or d a n c e wit h pr ot o c ols a p pr o v e d b y t h e Mis sis si p pi 







   
 
  






   








4. 3. 2  D N A M a ni p ul ati o n
S.  p n e u m o ni a e str ai ns TI G R 4 a n d it s u n e n c a ps ul at e d m ut a nt ( T 4 R) w er e gr o w n 
o n tr y pti c s o y a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d wit h 5 % d efi bri n at e d s h e e p bl o o d or i n C + Y 
m e di u m. M ut a nts of TI G R 4 a n d T 4 R l a c ki n g S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 ( ∆ 1 4 3 4-8) a n d S P 1 4 3 3 
( ∆ 1 4 3 3) w er e cr e at e d usi n g s pli ci n g by o v erl a p e xt e nsi o n ( S O E) P C R m et h o d usi n g a n 
er yt hr o m y ci n or s p e cti n o m y ci n a nti bi oti c c ass ett e a n d st a n d ar d S. p n e u m o ni a e 
tr a nsf or m ati o n pr o c e d ur e s. M ut a nts l a c ki n g S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 a n d S P 1 4 3 3 w er e is ol at e d b y 
s el e cti o n o n bl o o d a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d wit h e r yt hr o m y ci n ( 0. 5 µ g/ m L) or
s p e cti n o m y ci n ( 5 0 0 µ g/ m L), r es p e cti v el y, a n d c o nfir m e d b y P C R. 
4. 3. 3  A nti bi oti c S e n siti vit y
Fr o z e n b a ct eri al st o c ks of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 w er e dil ut e d t o 1 x 1 0 7 C F U/ m L a n d 
1 0 0 µ L w er e s pr e a d o n a bl o o d a g ar pl at e. Dis cs i m pr e g n at e d wit h a nti bi oti cs at t h e 
f oll o wi n g a m o u nt s w er e a d d e d t o bl o o d a g ar pl at e s a n d w er e i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7 
˚C wit h 5 % C O 2 (Ci pr ofl o x a ci n 5 µ g, V a n c o m y ci n 3 0 µ g, A m pi cilli n 1 0 µ g, P e ni cilli n 1 0 
U, C efti of ur 3 0 µ g, C e p h al ot hi n 3 0 µ g, a n d S ulfis o x a z ol e 1 m g) . F oll o wi n g i n c u b ati o n, 
z o n es of i n hi biti o n s urr o u n di n g a nti bi oti c dis cs w er e m e as ur e d. 
4. 3. 4  I nd u cti v el y C o u pl e d Pl as m a M ass S p e ctr o m etr y 
B a ct eri al c ult ur es of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 w er e gr o w n t o O D 6 0 0 n m 0. 6 i n tri pli c at e. 








    
  
     












w er e h e at kill e d at 6 5 ˚C f or 2 h. P ell ets w er e r es us p e n d e d i n 1 0 0 µ L nitri c a ci d a n d 
dil ut e d 1: 2 0 i nt o a n a ut os a m pl er att a c h e d t o a n A gil e nt I C P -M S 7 5 0 0 c x. 
4. 3. 5  Q u a ntit ati v e R e al-ti m e P C R
F or ass a ys i n v esti g ati n g S P 1 4 3 4 e x pr essi o n, S. p n e u m o ni a e T 4 R w as gr o w n i n 
C + Y m e di u m t o O. D. 6 0 0 n m of 0. 6 pri or t o t h e a d diti o n of Z n 2 + -c h el ati n g a g e nt T P E N ( 3 0 
μ M) or zi n c, c o b alt, ir o n, or ni c k el ( 2 0 0 µ M). Aft er a d diti o n of T P E N or i n di vi d u al 
m et als, b a ct eri a w er e i n c u b at e d at 2 5  C f or 1 5 m. A d diti o n all y, c ult ur es w er e e x p os e d t o 
T P E N f or 1 5 m f oll o w e d b y m et al f or a f oll o wi n g 1 5 m. F or ass a ys i n v esti g ati n g S P 1 4 3 3 
e x pr essi o n, T 4 R a n d ∆ 1 4 3 3 w er e gr o w n t o O. D. 6 0 0 n m of 0. 6 a n d tr e at e d f or 1 5 m wit h 
T P E N ( 3 0 μ M). F or all s a m pl es, aft er i n c u b ati o n, 1 m L of b a ct eri al c ult ur e w as a d d e d t o 
2 m L of R N A pr ot e ct ( Qi a g e n). S a m pl es w er e i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 5 m. 
T w o m L of b a ct eri al c ult ur e i n R N A pr ot e ct w as p ell et e d f or 5 m at 1 6 , 0 0 0x g , p ell ets 
w er e r es us p e n d e d i n 1 m L of c ol d R N as e fr e e P B S a n d c e ntrif u g e d a g ai n. S u p er n at a nts 
w er e d e c a nt e d, a n d p ell et s w er e r es us p e n d e d i n 4 0 0 µ L R L T b uff er ( Qi a g e n) wit h 2 -
m er c a pt o et h a n ol ( Si g m a -Al dri c h). S a m pl es w er e s o ni c at e d t hr e e ti m es ( 1 5 s), 6 0 0 µ L 
R L T b uff er w as a d d e d t o e a c h s a m pl e, a n d s a m pl e s w er e tr a nsf err e d t o 5 0 0 µ L of 0. 7 
m m Zir c o ni a b e a ds. S a m pl es w er e b e a d b e at f or 2 m usi n g Mi ni -B e a d B e at er 1 6 ( Bi o S p e c 
Pr o d u cts). L ys at es w er e c e ntrif u g e d o n t a bl et o p c e ntrif u g e at 2, 0 0 0 x g f or 1 m. S a m pl es 
w er e r u n t hr o u g h Qi a s hr e d d er c ol u m ns ( Qi a g e n) p er m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. 1 0 0 % 
Et h a n ol w as a d d e d t o Qi as hr e d d er fl o w t hr o u g h at 0. 6 v ol u m e of t h e s a m pl e. R N A w as 
p urifi e d usi n g a Qi a g e n R N e as y Mi ni Kit ( Qi a g e n), o pti o n al o n -c ol u m n D N as e tr e at m e nt 












   
 
  






s a m pl e w as us e d t o s y nt h esi z e c D N A usi n g a M a xi m a First Str a n d c D N A s y nt h esis kit 
( T h er m o S ci e ntifi c). c D N A pr o d u cts w er e dil ut e d 1: 1 0 a n d 1 µ L of c D N A w as us e d as 
t e m pl at e f or q R T-P C R usi n g L u mi n ari s C ol or Hi Gr e e n Hi g h R O X q P C R M ast er Mi x 
( T h er m o S ci e ntifi c) p er m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. Pri m er s e q u e n c es c a n b e f o u n d i n 
T a bl e A. 4. 
4. 3. 6 H y dr o g e n P er o xi d e Killi n g Ass a ys 
T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 c ult ur es w er e dil ut e d fr o m fr o z e n st o c ks t o 1 x 1 0 6 C F U/ m L i nt o 
C + Y m e di u m c o nt ai ni n g 0 -0. 5 m M H 2 O 2 . F oll o wi n g 3 0 m i n c u b ati o n, 0. 2 % s o di u m 
t hi os ulf at e w as a d d e d t o n e utr ali z e H2 O 2 . S a m pl es w er e s eri all y dil ut e d a n d pl at e d f or
vi a bilit y o n 5 % s h e e p ’s bl o o d a g ar pl at es. Pl at es w er e i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7 ˚C wit h 
5 % C O 2 a n d c ol o ni es w er e e n u m er at e d t h e f oll o wi n g d a y. 
4. 3. 7 S e cr et e d M et a b ol o mi cs 
C ult ur es of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 w er e gr o w n t o O D 6 0 0 n m 0. 3 5 a n d 0. 8 5. O n e 
millilit er of c ult ur e w as r e m o v e d a n d c e ntrif u g e d at 1 6, 0 0 0 x g f or 5 m a n d s a m pli n g w as 
p erf or m e d i n tri pl i c at e. C ult ur e s u p er n at a nts w er e t h e n filt er e d usi n g 0. 2 2 µ M filt ers. 
F o ur h u n dr e d mi cr olit ers of st eril e s u p er n at a nt w er e a d d e d t o 2 0 0 µ L of 2 0 0 m M 
p h os p h at e b uff er p H 7. 0 c o nt ai ni n g 1 m M tri m et h yl sil y pr o p a n oi c a ci d ( T M S P) i n 5 0 % 
D 2 O. T M S P a n d D 2 O w er e us e d as N M R r ef er e n c e a n d l o c k s ol v e nt. 5 5 0 µ L of e a c h 
s a m pl e w as a d d e d t o a cl e a n 5 m M N M R t u b e ( Wil m a d L a b Gl ass) a n d us e d i n N M R 










   
   
  
 




   
 
   
T h e 1 D a n d 2 D N M R s p e ctr a w er e o bt ai n e d at 6 0 0 M H z a n d at a t e m p er at ur e of 
2 9 8 K o n a 6 0 0 M H z Br u k er A v a n c e III cr y o pr o b e e q ui p p e d N M R s p e ctr o m et er. A 1 D -
N O E S Y ( n o es y pr 1 d) p uls e s e q u e n c e us e d pr es at ur ati o n o n t h e w at er si g n al d uri n g t h e 4 s 
r el a x ati o n d el a y a n d 5 0 m s mi xi n g ti m e t o s u p pr ess t h e w at er si g n al at 4. 7 5 p p m. A t ot al 
of 6 4 fr e e i n d u cti o n d e c a ys ( FI Ds) w er e c oll e ct e d wit h a 2 0 -p p m s p e ctr al wi dt h. A 2 D -
T O C S Y ( di psi 2 g p p h z s pr es p e _ ps y c h e. n cf) p uls e s e q u e n c e wit h a br o a d b a n d 
h o m o d e c o u pli n g usi n g P S Y C H E i n t h e s di m e nsi o n h a d a r el a x ati o n d el a y of 1. 2 s a n d a 
T O C S Y mi xi n g ti m e of 8 0 m s wit h a 3 -m s w at er fli p b a c k. A t ot al of 2 fr e e i n d u cti o n 
d e c a ys ( FI D S) w er e c oll e ct e d wit h a 1 0 -p p m s p e ctr al wi dt h. T h e P S Y C H E d e c o u pl es t h e 
pr ot o ns t o yi el d a si n gl e p e a k si g n al f or e a c h disti n ct c h e mi c al s hift (F or o o z a n d e h et al., 
2 0 1 4 ). T h e T M S P r ef er e n c e p e a k w as us e d as a n i nt er n al st a n d ar d. E a c h s p e ctr u m w as 
c ali br at e d a n d m a n u all y pr o c ess e d. T h e T M S P p e a k w as c ali br at e d t o 0 p p m a n d t h e n t h e 
p e a ks w er e m a n u all y p h a s e d, a n d b as eli n e c orr e ct e d. C o m p o u n ds i n t h e pr o c ess e d 
s p e ctr a w er e i d e ntifi e d a n d q u a ntifi e d usi n g A MI X -Vi e w er v 3. 9. 1 4 s oft w ar e ( Br u k er 
Bi os pi n G m b H). E a c h p e a k w as i d e ntifi e d b y c o m p ari n g t h e p e a k’s si z e a n d s h a p e t o a 
li br ar y of p ur e, 3. 0 m M st a n d ar d c o m p o u n ds. T his li br ar y w as cr e at e d i n-h o us e a n d 
c o nt ai ns 5 6 t ot al c o m p o u n ds. T h e li br ar y c o nt ai ns c h e mi c al s hift d at a a n d p e a k 
i nt e gr ati o ns f or e a c h c o m p o u n d, alt h o u g h s o m e p e a ks i n cr o w d e d s p e ctr al r e gi o ns w er e
e x cl u d e d fr o m t h e 1 D a n al ysis. T h e o ut p ut fil e fr o m A MI X w as a li sti n g of c o n c e ntr ati o n 
f or e a c h c o m p o u n d f or e a c h s a m pl e. C o n c e ntr ati o ns f or e a c h s a m pl e ( T 4 R a n d Δ 1 4 3 4 -8) 
a n d O. D. 6 0 0 n m ( 0. 3 5 a n d 0. 8) w er e us e d f or t h e st ati sti c al a n al ysis. 


















a n d str ai n b e f or e t h e st ati sti c al a n al ysis w as c o n d u ct e d usi n g M et a b o A n al yst (Xi a a n d 
Wis h art, 2 0 0 2 ). M et a b o A n al yst n or m ali z e d t h e s a m pl es b y s u m wit h P ar et o s c ali n g. T h e
P ar et o s c ali n g w as us e d t o e m p h asi z e t h e w e a k er m et a b olit es a n d r e d u c e t h e i nfl u e n c e of 
t h e i nt e ns e p e a ks t o e asil y i d e ntif y t h e bi ol o gi c al r el e v a n c e (W orl e y a n d P o w ers, 2 0 1 3 ). 
Aft er n or m ali z ati o n, t h e t w o st atisti c al m et h o ds us e d f or d at a a n al ysis w er e t h e 
m ulti v ari at e a n al ysis ( P C A) a n d cl ust er a n al ysis ( H e at m a ps). T h e P C A d at a s et w as 
di vi d e d i nt o pri n ci p al c o m p o n e nts ( P C) t o i d e ntif y t h e st ati sti c al diff er e n c es b et w e e n t h e 
cl ass es. A bi pl ot o f t h e m et a b olit es c o n c e ntr ati o n i d e ntifi e d t h e c h ar a ct eristi c p att er ns f or 
e a c h v ari a bl e ( m et a b olit e s) t h at w er e si g nifi c a ntl y diff er e nt b et w e e n t h e s a m pl es (T 4 R 
a n d Δ 1 4 3 4 -8 ). A l ar g e v e ct or m a g nit u d e i n t h e bi pl ot r e pr es e nt e d a l ar g e c h a n g e i n 
m et a b oli c c o n c e ntr ati o n a n d w er e e asil y i d e ntifi e d. T h e h e at m a p vis u ali z e d t h e 
r el ati o ns hi p b et w e e n t w o s ets of d at a b y usi n g a c ol or s c al e (K h o o , 2 0 1 4). T h e h e at m a p 
hi er ar c hi c al cl ust er e d t h e m et a b olit es t h at h a d si mil ar b e h a vi or b as e d o n P e ars o n’s 
c orr el ati o n a n d t h e W ar d’s li n k a g e. T h e h e at m a p’ s c ol or s c al e r e pr es e nt e d t h e v ari a n c e i n 
c o n c e ntr ati o n f or e a c h m et a b olit e i n t h e s a m pl e, w h er e d ar k bl u e r e pr es e nt e d v er y l o w 
v al u es i n c o n c e ntr ati o n a n d d ar k r e d r e pr es e nt e d v er y hi g h v al u es of i n c o n c e ntr ati o n. 
4. 3. 8 Pr ot e o mi c A n al ysis 
F o ur c ult ur es of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 w er e gr o w n t o O D 6 0 0 n m 0. 4 i n C + Y m e di u m 
a n d s u bj e ct e d t o li q ui d c hr o m at o gr a p h y -t a n d e m m ass s p e ctr o m etr y ( L C-M S/ M S) 
a n al ysis as pr e vi o usl y d e s cri b e d (S h a h et al., 2 0 1 1 ; R ai et al., 2 0 1 6 ). Bri efl y, pr ot ei ns 
w er e is ol at e d fr o m b a ct eri al p ell ets s o ni c at e d i n N P -4 0 l ysis b uff er ( 0. 5 % N P -4 0, 1 5 0 







   







   
 
i n hi bit or c o c kt ail ( c 0 m pl et e ™, Si g m a-Al dri c h) usi n g a C o v aris S 2 2 0 f o c us e d -
ultr as o ni c at or. Pr ot ei n c o n c e ntr ati o n w as d et er mi n e d usi n g T h er m o S ci e ntifi c Pi er c e 
B C A Pr ot ei n Ass a y Kit. Pr e c i pit ati o n of 3 0 µ g of pr ot ei n w as p erf or m e d wit h m et h a n ol 
a n d c hl or of or m ( 4: 1), s ol u bili z e d i n 8 M ur e a, r e d u c e d ( 5 m M dit hi ot hr eit ol ( D T T) at 6 5 
˚C f or 1 0 m) a n d al k yl at e d ( 0. 0 1 M i o d o a c et a mi d e at 3 7 ˚C f or 3 0 m) a n d di g est e d wit h 
p or ci n e tr y psi n ( at 3 7 ˚C, o v er ni g ht, 5 0: 1 r ati o of pr ot ei n. Tr y pti c p e pti d es w er e d es alt e d 
usi n g a C 1 8 s pi n c ol u m n ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c) a n d a n al y z e d b y li n e ar tr a p 
q u a dr o p ol e ( L T Q) Or bitr a p V el os m ass s p e ctr o m et er e q ui p p e d wit h a n A d vi o n n a n o m at e 
el e ctr os pr a y i o ni z ati o n ( E SI) s o ur c e ( A d vi o n). P e pti d es ( 5 0 0 n g) w er e el ut e d fr o m a C 1 8 
c ol u m n ( 1 0 0 µ m i d × 2 c m) o nt o a n a n al yti c al c ol u m n ( 7 5 µ m I D × 1 0 c m, C 1 8) usi n g a 
1 8 0 m gr a di e nt wit h 9 9. 9 % a c et o nitril e, 0. 1 % f or mi c a ci d at a fl o w r at e of 4 0 0 n L/ m a n d 
i ntr o d u c e d i nt o a n L T Q -Or bitr a p. 
D at a d e p e n d e nt s c a n ni n g w as p erf or m e d b y t h e X c ali b ur v 2. 1. 0 s oft w ar e u si n g a 
s ur v e y m ass s c a n at 6 0, 0 0 0 r es ol uti o n i n t h e Or bitr a p a n al y z er s c a n ni n g m a ss/ c h ar g e 
( m/ z) 4 0 0– 1 6 0 0 f oll o w e d b y c ollisi o n -i n d u c e d dis s o ci ati o n ( CI D) t a n d e m m ass 
sp e ctr o m etr y ( M S/ M S) of t h e 1 4 m ost i nt e ns e i o ns i n t h e li n e ar i o n tr a p a n al y z er (A n d o n 
et al., 2 0 0 2 ). Pr e c urs or i o ns w er e s el e ct e d b y t h e m o n oi s ot o pi c pr e c urs or s el e cti o n 
( MI P S) s etti n g wit h s el e cti o n or r ej e cti o n of i o ns h el d t o a ± 1 0 p p m wi n d o w. D y n a mi c 
e x cl usi o n w as s et t o pl a c e a n y s el e ct e d m/ z o n a n e x cl usi o n li st f or 4 5 s aft er a si n gl e 
M S/ M S. T a n d e m m ass s p e ctr a w er e s e ar c h e d a g ai nst a Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e 
s er ot y p e 4 str ai n A T C C B A A/ TI G R 4 F A S T A pr ot ei n d at a b as e d o w nl o a d e d fr o m 


















   
ft p://ft p.t h e g p m. or g/f ast a/ c R A P) w er e a p p e n d e d. All M S/ M S s p e ctr a w er e s e ar c h e d usi n g 
T h er m o Pr ot e o m e Dis c o v er er 1. 3 ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c) c o nsi d eri n g f ull y tr y pti c 
p e pti d es wit h u p t o t w o mi ss e d cl e a v a g e sit es. V ari a bl e m o difi c ati o ns c o nsi d er e d d uri n g 
t h e s e ar c h i n cl u d e d m et hi o ni n e o xi d ati o n ( 1 5. 9 9 5 D a), a n d c yst ei n e
c ar b a mi d o m et h yl ati o n ( 5 7. 0 2 1 D a). P e pti d es w er e i d e ntifi e d at 9 9 % c o nfi d e n c e wit h 
X C orr s c or e c ut offs b as e d o n a r e v ers e d d at a b as e s e ar c h (Qi a n et a l., 2 0 0 5). T h e pr ot ei n 
a n d p e pti d e i d e ntifi c ati o n r es ult s w er e vis u ali z e d wit h S c aff ol d v 3. 6. 1 ( Pr ot e o m e
S oft w ar e I n c.). Pr ot ei n i d e ntifi c ati o ns wit h a mi ni m u m of t w o p e pti d es i d e ntifi e d at 0. 1 % 
p e pti d e f als e dis c o v er y r at e ( F D R) w er e d e e m e d c orr e ct. Si g nifi c a nt c h a n g es i n pr ot ei n 
e x pr essi o n b et w e e n T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 w er e i d e ntifi e d b y Fis h er’s e x a ct t est at a p -v al u e 
of ≤ 0. 0 5 4 a n d f ol d c h a n g e of ± 1. 3. F ol d c h a n g es i n pr ot ei n e x pr essi o n w er e c al c ul at e d 
usi n g w ei g ht e d n or m ali z e d s p e ctr a wit h 0. 5 i m p ut ati o n v al u e. V ari o us bi oi nf or m ati cs 
r es o ur ces s u c h as D A VI D, K E G G, a n d S T RI N G w er e utili z e d t o d et er mi n e t h e f u n cti o ns 
of t h e i d e ntifi e d pr ot ei ns (Y os hi d a et al., 2 0 0 1 ; H u a n g d a et al., 2 0 0 9 ; S z kl ar c z y k et al., 
2 0 1 7 ). T h e P R ot e o mi cs I D E ntifi c ati o ns ( P RI D E) d at a b as e is a c e ntr ali z e d, st a n d ar ds 
c o m pli a nt, p u bli c d at a r e p osit or y f or pr ot e o mi cs d at a. T h e m ass s p e ctr o m etr y pr ot e o mi cs 
d at a fr o m t his st u d y is d e p osit e d t o t h e Pr ot e o m e X c h a n g e C o ns orti u m vi a t h e P RI D E 
p art n er r e p osit or y wit h t h e d at as et i d e ntifi er P X D 0 0 8 6 2 1 (Vi z c ai n o et al., 2 0 1 6 ).
4. 3. 9 A ni m al C h all e n g e 
Si x -w e e k -ol d mi c e w er e i n o c ul at e d i ntr a n as all y wit h wil dt y p e TI G R 4 or 

















   
  





c o m pl eti o n of t h e c h all e n g e, mi c e w er e h u m a n el y e ut h a ni z e d, a n d n as al w a s h es a n d 
ti ss u es c oll ect e d a n d pl at e d o n 5 % s h e e p’s bl o o d a g ar c o nt ai ni n g 2 0 µ g/ m L n e o m y ci n. 
4. 3. 1 0 St atisti cs 
I nt er c o u pl e d pl as m a m as s s p e ctr o m etr y (I C P-M S), H 2 O 2 killi n g ass a ys, a n d 
o ps o n o p h a g o c yt osi s ass a ys w er e p erf or m e d a mi ni m u m of t hr e e ti m es, r es ult s fr o m 
i n d e p e n d e nt ex p eri m e nts w er e a v er a g e d t o g et h er, a n d st a n d ar d err or of t h e m e a n w as 
c al c ul at e d. D at a s ets w er e a n al y z e d b y c o m p ari n g p ar e nt al T 4 R t o ∆ 1 4 3 4 -8 usi n g t h e 
st u d e nts t -t est, wit h a n α v al u e = 0. 0 5. R es ult s w er e d e e m e d st ati sti c all y si g nifi c a nt w h e n 
p < al p h a. St atisti c al a n al ys es w er e p erf or m e d usi n g Gr a p h P a d Pris m 7.  
4. 4 R es ults 
4. 4. 1  Pr e di cti o n of T w o U n c h ar a ct eriz e d A B C -T r a n s p ort ers i n Str e pt o c o c c u s 
p n e u m o ni a e 
Mi cr o arr a y of Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e str ai n TI G R 4 e x p os e d t o t h e zi n c -
c h el at or T P E N i d e ntifi e d t h e g e n e l o c us S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 as s o m e of t h e m ost hi g hl y 
u pr e g ul at e d g e n es i n r es p o ns e t o zi n c -li mit ati o n (A p p e n di x C ). D u e t o t h eir pr o xi mit y t o 
e a c h ot h er i n t h e g e n o m e, as s h o w n i n Fi g ur e 4. 1 A , a n d t h eir si mil ar r es p o ns e t o zi n c-
c h el ati o n, w e h y p ot h esi z e d t h at t h es e g e n es ar e a n o p er o n i n v ol v e d i n h o m e ost asis d uri n g 
zi n c -li mit ati o n. A n al ysis usi n g t h e D at a b as e f or pr o k ar y oti c O p e R o ns ( D O O R) s u p p ort e d 
o ur h y p ot h esis t h at t h es e g e n es ar e l o c at e d wit hi n a n o p er o n (M a o et al., 2 0 0 9 ). C o-
r e g ul ati o n of g e n es S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 w as v erifi e d b y d et e cti n g a si g nifi c a nt u pr e g ul ati o n of 
e a c h g e n e b y q u a ntit ati v e r e al ti m e P C R ( q R T -P C R) f oll o wi n g zi n c -c h el ati o n wit h T P E N 












     







A T P -bi n di n g pr ot ei ns, a n d B L A S T a n al ysis i d e ntifi e d b ot h S P 1 4 3 4 a n d S P 1 4 3 5 as 
m ulti dr u g r esist a n c e -li k e A T P-bi n di n g pr ot ei ns ( m dl B) ( T a bl e A. 3 ). T h o u g h S P 1 4 3 4 a n d 
S P 1 4 3 5 w er e pr e di ct e d t o b e i n v ol v e d i n a nti bi oti c effl u x, w h e n t est e d a g ai nst a br o a d 
p a n el of a nti bi oti cs, a m ut a nt str ai n l a c ki n g S P 1 4 3 4 w as e q u all y as s e nsiti v e as t h e 
p ar e nt al T 4 R ( Fi g ur e B. 1 2 ). A d diti o n all y, I nt er Pr o a n al ysis i n di c at e d S P 1 4 3 6 as a 
c o ns er v e d i nt e gr al m e m br a n e pr ot ei n, S P 1 4 3 7 as a m e m br a n e pr ot ei n, a n d S P 1 4 3 8 as a 
c o b alt A B C tr a ns p ort er p er m e as e. B L A S T a n al ysi s i n di c at e d t h at S P 1 4 3 6, S P 1 4 3 7, a n d 
S P 1 4 3 8 s h ar e s e q u e n c e h o m ol o g y t o c o m p o n e nts of a n e n er g y c o u pli n g f a ct or ( E C F) 
tr a ns p ort syst e m, r e pr es e nti n g t h e s u bstr at e -s p e cifi c c o m p o n e nt ( E cf S), t h e 
tr a ns m e m br a n e tr a ns p ort er c o m p o n e nt ( E cf T), a n d t h e A T P-bi n di n g pr ot ei n ( E cf A 2), 
r es p e cti v el y. T h e ill ustr ati o n i n Fi g ur e 4. 1 B d e pi ct s t h e pr e di ct e d str u ct ur es of t h es e t w o 
disti n ct tr a ns p ort s yst e ms. S P 1 4 3 4 ( or a n g e) a n d S P 1 4 3 5 (r e d) f or m a n i n d e p e n d e nt 
s yst e m wit h e a c h pr ot ei n c o nt ai ni n g fi v e al p h a h eli x tr a ns m e m br a n e d o m ai ns a n d a P -
l o o p A T P as e d o m ai n. T h e pr e di ct e d E C F tr a ns p ort s yst e m is als o s h o w n, w h er e b y, 
S P 1 4 3 6 ( p ur pl e) bi n ds t h e s u bst r at e, S P 1 4 3 7 ( gr e e n) f u n cti o ns as a p er m e as e, a n d 
S P 1 4 3 8 ( bl u e) a cts as a n A T P as e w hi c h us es h y dr ol ysis of A T P t o i m p ort t h e s u bstr at e 






    
 
   
     
 
 




   
Fi g ur e 4. 1 O p er o n m o d el of S P 1 4 3 4 -S P 1 4 3 8 
T his fi g ur e s h o ws A ) t h e g e n eti c l o ci c o nt ai ni n g ge n es S P 1 4 3 3 -S P 1 4 3 8 wit h t h e dir e cti o n 
of tr a ns cri pti o n r e pr es e nt e d b y t h e d ott e d arr o w. U pstr e a m of t his o p er o n is a n Ar a C 
tr a ns cri pti o n al r e g ul at or, S P 1 4 3 3 ( y ell o w). B ) T h e w or ki n g m o d el of t h e A B C-t y p e I
tr a ns p ort ers e n c o d e d b y g e n es S P 1 4 3 4 ( or a n g e)-S P 1 4 3 5 (r e d) a n d S P 1 4 3 6 -S P 1 4 3 8 
( p ur pl e, gr e e n, a n d bl u e, r es p e cti v el y). 
4. 4. 2  M et al A v ail a bilit y A lt ers E x pr essi o n of S P 1 4 3 4 
T o v erif y t h e fi n di n gs fr o m t h e mi cr o arr a y, e x pr es si o n of t h e first g e n e i n t h e 
o p er o n ( S P 1 4 3 4 ) w as a n al y z e d b y q R T-P C R f oll o wi n g T P E N tr e at m e nt. R es ult s fr o m t h e 
q R T -P C R a n al ysis i n di c at e d r o b ust e x pr essi o n i n r es p o ns e t o t h e zi n c c h el ati o n, as 
S P 1 4 3 4 w as u pr e g ul at e d gr e at er t h a n 1 0 0 -f ol d i n c o m p aris o n t o a c o ntr ol s a m pl e t h at di d 
n ot r e c ei v e T P E N ( Fi g ur e 4. 2 ). I n c o ntr ast, e x pr es si o n of S P 1 4 3 4 w as u n alt er e d i n 





   
 
    




    




ni c k el yi el d e d t h e f oll o wi n g f ol d c h a n g es, 0. 7, -1. 3, -1. 1, a n d -1. 1 r es p e cti v el y. T o 
c o m pl e m e nt t h e c h el ati o n a bilit y of t h e T P E N, a d diti o n al s a m pl es w er e tr e at e d wit h 
T P E N f or 1 5 m f oll o w e d b y s u p pl e m e nt ati o n wit h e x c ess m et al f or 1 5 m. S ur prisi n gl y, 
a d diti o n of zi n c or c o b alt li mit e d t h e u pr e g ul ati o n of S P 1 4 3 4 b y r o u g hl y 9 0 % a n d ni c k el 
li mit e d e x pr essi o n b y 3 0 % c o m p ar e d t o t h e T P E N 3 0 m c o ntr ol. H o w e v er, a d diti o n of 
ir o n f oll o wi n g T P E N tr e at m e nt li mit e d u pr e g ul ati o n b y l ess t h a n 1 0 %. T his i s i m p ort a nt 
t o n ot e as T P E N, i n a d diti o n t o bi n di n g zi n c at a 1: 1 r ati o ( Kd = 2. 6 × 1 0 − 1 6 M) , als o h as 
a n affi nit y f or ir o n ( Kd = 2. 4 × 1 0 − 1 5 M) (Arsl a n et al., 1 9 8 5 ). C oll e cti v el y, t h es e d at a 
in di c at e t his s yst e m t o b e s e nsiti v e t o m ulti pl e m et als b ut d o es n ot a p p e ar t o b e h e a vil y 
r eli a nt o n ir o n a v ail a bilit y. 
Fi g ur e 4. 2 E x pr essi o n of S P 1 4 3 4 is hi g hl y s e nsiti v e t o m et al-c h el ati o n 
E x pr essi o n of S P 1 4 3 4 m e as ur e d b y q R T -P C R fr o m R N A e xtr a ct e d f oll o wi n g eit h er 1 5 m 
tr e at m e nt wit h zi n c-c h el at or T P E N/ m et als or 1 5 m T P E N e x p os ur e wit h a d diti o n al 1 5 m 
m et al s u p pl e m e nt ati o n. F ol d c h a n g es w er e c al c ul at e d b y ∆ ∆ C T a n al ysis wit h g yr A 







       
  
 
     
  
     
    
  
   











4. 4. 3  Tr a n s cri pti o n al R e g ul ati o n of S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 O p er o n 
T h e l o c us dir e ctl y u pstr e a m of S P 1 4 3 4 e n c o d es a pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d 
Ar a C tr a ns cri pti o n al r e g ul at or ( S P 1 4 3 3 ). T o d et er mi n e if S P 1 4 3 3 is i n v ol v e d i n t h e
str o n g r es p o ns e of S P 1 4 3 4 t o T P E N tr e at m e nt, e x pr essi o n of S P 1 4 3 3 a n d S P 1 4 3 4 w er e 
ass ess e d b y q R T -P C R i n t h e p ar e nt al T 4 R a n d a ∆ 1 4 3 3 m ut a nt str ai n. E x pr essi o n of 
S P 1 4 3 3 i n t h e T 4 R str ai n f oll o wi n g T P E N tr e at m e nt r e v e al e d a n u pr e g ul ati o n of ≈ 7 f ol d 
( Fi g ur e 4. 3 ). As a c o ntr ol, e x pr essi o n of S P 1 4 3 3 w as u n d et e ct a bl e i n t h e ∆ 1 4 3 3 m ut a nt. 
A g ai n, S P 1 4 3 4 w as str o n gl y u pr e g ul at e d f oll o wi n g T P E N e x p os ur e i n t h e T 4 R str ai n. 
H o w e v er, e x pr essi o n of S P 1 4 3 4 di d n ot i n cr e as e f oll o wi n g tr e at m e nt wit h T P E N i n t h e
∆ 1 4 3 3 m ut a nt str ai n. T h e s e d at a i n di c at e t h e i m p ort a n c e of S P 1 4 3 3 i n t h e r e g ul ati o n of
t hi s o p er o n. T o d et er mi n e if S P 1 4 3 3 is i n v ol v e d i n t h e r e g ul ati o n of pr e vi o usl y
c h ar a ct eri z e d s yst e ms i m p ort a nt t o zi n c h o m e ost asis, e x pr essi o n of a d c A a n d a d c AII w er e 
a n al y z e d i n T 4 R a n d t h e ∆ 1 4 3 3 m ut a nt; h o w e v er, n o si g nifi c a nt diff er e n c es w er e s e e n i n 
e x pr essi o n of eit h er g e n e ( Fi g ur e B. 1 3 ). T his i n di c at es t h at t h o u g h t h e S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 
o p er o n is r e g ul at e d b y S P 1 4 3 3 a n d is hi g hl y s e nsiti v e t o m et al -st ar v ati o n, it is u nli k el y t o 
b e a p a rt of t h e pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d A d c R r e g ul o n a n d is i nst e a d a n i n d e p e n d e nt 






   
   







   
 
Fi g ur e 4. 3 Ar a C r e g ul at or ( S P 1 4 3 3 ) r e g ul at es o p er o n e x pr essi o n 
G e n e e x pr essi o n of S P 1 4 3 3 a n d S P 1 4 3 4 w er e ass e ss e d b y q R T -P C R i n T 4 R ( bl a c k) a n d 
∆ S P 1 4 3 3 ( gr a y) str ai n foll o wi n g 1 5 m tr e at m e nt wit h T P E N. F ol d c h a n g e s w er e 
c al c ul at e d b y ∆ ∆ C T a n al ysis wit h g yr A s er vi n g as a n i nt er n al c o ntr ol. N o n -d et e ct a bl e 
g e n e e x pr essi o n is r e pr es e nt e d b y N D. 
4. 4. 4  S P 1 4 3 4-1 4 3 8 A lt ers Intr a c ell ul ar M et al A v ail a bilit y 
D u e t o t his o p er o n s h ari n g hi g h s e q u e n c e h o m ol o g y wit h a n E C F c o b alt/ ni c k el 
tr a ns p ort s yst e m, a n d its dr asti c u pr e g ul ati o n t o zi n c-c h el ati o n, t h e i ntr a c ell ul ar m et al 
c o n c e ntr ati o ns wit hi n T 4 R a n d t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n w er e a n al y z e d b y i nt er c o u pl e d pl as m a 
m ass s p e ctr o m etr y (I C P -M S). T h es e a n al ys es r e v e al e d n o si g nifi c a nt diff er e n c es i n 
i ntr a c ell ul ar c o p p er, ni c k el, or c a d mi u m; h o w e v er, a b u n d a n c e of m a n g a n es e, ir o n, a n d 
zi n c w er e si g nifi c a ntl y diff er e nt b et w e e n ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n a n d t h e p ar e nt al T 4 R ( Fi g ur e 
4. 4 A ). Si n c e e x c ess ir o n h as b e e n s h o w n t o i nt er a ct wit h h y dr o g e n p er o xi d e ( H 2 O 2 ) t o 
pr o d u c e h y dr o x yl r a di c al s a n d S. p n e u m o ni a e is k n o w n t o pr o d u c e u p t o milli m ol ar 
c o n c e ntr ati o ns of H 2 O 2 a s a b y pr o d u ct of its m et a b oli s m, killi n g b y H 2 O 2 w as ass ess e d 
(M c L e o d a n d G or d o n, 1 9 2 2 ; K o p p e n o l, 1 9 9 3; P eri c o n e et al., 2 0 0 3 ). T o d et er mi n e t h e 











   
 






   
 
0. 2 5, a n d 0. 5 m M H 2 O 2 f or 3 0 m a n d pl at e d f or vi a bilit y. T h es e ass a ys s h o w e d t h e 
∆ 1 4 3 4 -8 str ai n w as m or e r esist a nt t o H 2 O 2 b y m or e t h a n o n e or d er of m a g nit u d e i n t h e 
s a m pl es tr e at e d wit h 0. 5 m M H 2 O 2 , c o m p ar e d t o t h e T 4 R str ai n ( Fi g ur e 4. 4 B ). T o 
d et er mi n e if t his pr ot e cti o n a g ai nst H 2 O 2 -m e di at e d killi n g w o ul d pr o vi d e a c o m p etiti v e 
a d v a nt a g e t o t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n i n t h e h ost, si x -w e e k -ol d mi c e w er e i n o c ul at e d 
i ntr a n as all y wit h wil dt y p e TI G R 4 or TI G R 4∆ 1 4 3 4 -8 a n d b l o o d tit ers w er e t a k e n e v er y 2 4
h ; h o w e v er, n o si g nifi c a nt diff ere n c es w er e d et e ct e d b et w e e n tr e at m e nt gr o u ps (Fi g ur e 
B. 1 4) .
Fi g ur e 4. 4 I ntr a c ell ul ar m et als of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4-8 d et er mi n e d b y I C P -M S 
a)  M et al c o nt e nt of T 4 R ( bl a c k) a n d ∆ 1 4 3 4-8 ( gr a y) w er e ass ess e d b y i n d u cti v el y 
c o u pl e d pl as m a m ass s p e ctr o m etr y (I C P -M S) a n d dis pl a y e d as c o n c e ntr ati o n i n p arts p er 
billi o n ( µ g/ L). R e pr es e nt ati v e fi g ur e of t hr e e r e pli c at es, wit h b ars i n di c ati n g m e a n m et al 
c o n c e ntr ati o ns, a n d st a n d ar d err or of t h e m e a n r e pr es e nt e d b y h ori z o nt al b ars. * p < 0. 0 5 
as d et er mi n e d b y st u d e nt s t -t est c o m pari n g T 4 R t o ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n f or e a c h i n di vi d u al 
m et al a n al y z e d. b) Vi a bilit y of T 4 R (s oli d b ars) a n d ∆ 1 4 3 4 -8 ( d ott e d b ars) f oll o wi n g 




















     
    
4. 4. 5  S e cr et e d M et a b ol o m e of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
M et als h a v e b e e n s h o w n t o i m p a ct b a ct eri al m et a b oli s m, s p e cifi c all y a r e c e nt 
st u d y i n Str e pt o c o c c us p y o g e n es s h o w e d t h at e x c ess zi n c i nt erf er es i n gl u c os e 
m et a b oli s m t hr o u g h t h e i n hi biti o n of t w o e n z y m es: p h os p h ofr u ct o ki n as e a n d 
gl y c er al d e h y d e -3 -p h os p h at e -d e h y dr o g e n as e (O n g et al., 2 0 1 5 ). T o d et er mi n e t h e r ol e t h at 
t h e S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 o p er o n is pl a yi n g i n m et a b olis m, p ot e nti all y d u e t o i nt er c ell ul ar m et al 
a c c u m ul ati o n, s e cr et e d m et a b ol o mi cs w er e p erf or m e d o n b ot h T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 usi n g a 
n o v el 2 D n u cl e ar m a g n eti c r es o n a n c e ( N M R) a p pr o a c h . Bri efl y, c ult ur es of e a c h str ai n 
w er e gr o w n t o mi d -l o g ( O D6 0 0 n m 0. 3 5) a n d l at e st ati o n ar y p h as e ( O D 6 0 0 n m 0. 8 5), 
c e ntrif u g e d, a n d t h e s u p er n at a nt st eril e filt er e d, pr o c ess e d, a n d a n al y z e d b y N M R a g ai nst 
a li br ar y of m or e t h a n fift y m et a b olit es. Pri n ci pl e c o m p o n e nt a n al ysis of t h e s e s a m pl es 
i d e ntifi e d si g nifi c a nt m et a b oli c diff er e n c es d uri n g gr o wt h at mi d-l o g p h as e b et w e e n t h es e 
t w o str ai ns of p n e u m o c o c ci ( Fi g ur e 4. 5A ). I n a d diti o n t o i d e ntif yi n g t h e v ari a n c e b et w e e n 
s a m pl es s h o wi n g si g nifi c a nt diff er e n c es b et w e e n str ai ns, a n al ysis of i n di vi d u al 
m et a b olit es w er e d et e ct e d t o b e si g nifi c a ntl y diff er e nt b et w e e n s a m pl es as w ell . Fi g ur e
4. 5 B i d e ntifi e d r el ati v e a b u n d a n c e of a c eti c a ci d a n d l a cti c a ci d t o b e t h e m ost 
si g nifi c a ntl y alt er e d b et w e e n str ai ns; h o w e v er, diff er e n c es w er e als o d et e ct e d i n 
n u m er o us a mi n o a ci ds i n cl u di n g: t hr e o ni n e, pr oli n e, a n d c yst ei n e. T h e P L S D A pl ot 
s h o w n i n Fi g ur e 4. 5 C i d e ntifi es t h e t o p fift e e n m et a b olit es i n w hi c h diff er e n c es 
w er e d et e ct e d b et w e e n str ai ns. A d diti o n all y, w h e n m et a b oli c pr ofil es of b ot h T 4 R a n d 
∆ 1 4 3 4 -8 ar e s h o w n t o g et h er, a r el ati v el y cl e ar di vi d e is s e e n w h er e t h e t o p h al f of
m et a b olit es ar e m u c h l o w er i n t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n c o m p ar e d t o t h e p ar e nt al T 4 R ( Fi g ur e
9 0 
4. 6) . C oll e cti v el y, t h es e d at a i n di c ate a n i m p ort a nt r ol e f or t hi s o p er o n i n t h e r e g ul ati o n 
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Fi g ur e 4. 5 2 D N M R m et a b oli c pr ofil es b et w e e n T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
A) Cl ust eri n g of s a m pl es wit hi n t h e P C A pl ot of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 pr ofil es i n di c at e 
si g nifi c a nt m et a b oli c diff er e n c es b et w e e n t h e t w o str ai ns at a n O D 6 0 0 n m of 0. 3 5. B) P C A 
Bi pl ot of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 i n di c at es si g nifi c a nt diff er e n c es i n m et a b olit es, wit h v e ct or 
l e n gt h r e pr es e nti n g a m o u nt of diff er e n c e b et w e e n str ai ns a n O D6 0 0 n m of 0. 3 5. C) P L S D A 
VI P s c or es pl ot i d e ntif yi n g t h e t o p 1 5 st ati sti c all y si g nifi c a nt m et a b olit es f o u n d i n t h e 





      
 
    
 
 
Fi g ur e 4. 6 H e at m a p of 2 D N M R m et a b oli c pr ofil es b et w e e n T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
H e at m a p of s e cr et e d m et a b oli c pr ofil es fr o m c ult ur es gr o w n t o mi d-l o g arit h mi c gr o wt h 
p h as e ( O D6 0 0 n m 0. 3 5 ) of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 . D ar k bl u e b ars i n di c at e l o w er c o n c e ntr ati o ns 










   
 
   








4. 4. 6  Pr ot e o mi c A n al ysis of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
T o i d e ntif y p ot e nti al m e c h a nis m s t h at w er e i m p a cti n g diff er e n c es i n t h e m et a b oli c 
pr ofil es b et w e e n T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 str ai ns, pr ot e o mi c a n al ysis of b ot h T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
w er e p erf or m e d usi n g m ass s p e ctr o m etr y -b as e d m et h o ds. Usi n g a Fis h er’ s e x a ct t -t est 
( p < 0.0 0 2 7 4), w e i d e ntifi e d 4 1 -diff er e nti all y e x pr ess e d pr ot ei ns i n t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n 
c o m p ar e d t o t h e p ar e nt al T 4 R ( T a bl e 4. 1). Diff er e nti all y e x pr ess e d pr ot ei ns w er e 
a n al y z e d t hr o u g h K E G G , S T RI N G, U ni pr ot, a n d R e g Pr e cis e t o d et er mi n e p ot e nti al 
m et a b oli c p at h w a ys a n d r e g ul at or y p at h w a ys t h e y f all wit hi n (K a n e his a, 2 0 0 2 ; 
N o vi c h k o v et al., 2 0 1 0 ; 2 0 1 5 ; S z kl ar c z y k et al., 2 0 1 7 ). Fr o m t h es e d at a, 9 pr ot ei ns, 
r o u g hl y 2 2 % of t h os e diff er e nti all y e x pr ess e d, w er e i d e ntifi e d t o f all wit hi n t h e C c p A, 
gl o b al c at a b olit e r e pr essi o n r e g ul o n (I y er et al., 2 0 0 5; C ar v al h o et al., 2 0 1 1 ). T w o of t h e 
4 1 diff er e nti all y e x pr ess e d pr ot ei ns w er e i d e ntifi e d t o f all u n d er t h e r e g ul ati o n of C o d Y, 
w hi c h is als o a k n o w n gl o b al n utriti o n al r e g ul at or (C a y m aris et al., 2 0 1 0 ). I n a d diti o n t o 
t h e C c p A a n d C o d Y r e g ul o ns, m ulti pl e diff er e nti all y e xpr ess e d pr ot ei ns w er e i d e ntifi e d 
t o b el o n g t o t h e Ar g R r e g ul o n a n d pr e di ct e d -R e x r e g ul o n, i n di c ati n g c h a n g es i n ar gi ni n e 
m et a b oli s m a n d r e d o x sti m uli b et w e e n t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n c o m p ar e d t o t h e p ar e nt al T 4 R 
(Kl o ost er m a n a n d K ui p er s, 2 0 1 1 ). F urt h er m or e, e x pr essi o n of pr ot ei ns i n v ol v e d i n 
tr a ns p ort, eit h er A B C-tr a ns p ort ers or p h os p h otr a n sf er as e s yst e ms, a c c o u nt e d f or r o u g hl y




    
 
 
   
 
 
T a bl e 4. 1 D iff er e nti all y e x pr ess e d pr ot ei ns i n ∆ 1 4 3 4 -8 v ers us T 4 R 
R e g ul o n F C L o c u s t a g G e n e N a m e D e s cri pti o n
C c p A - 1 0. 0 S p _ 1 5 5 7 S P _ 1 5 5 7 u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n, D e g V (f att y- a ci d bi n di n g pr ot ei n)
* A g a R - 5. 0 S p _ 0 0 6 1 A g a B g al a ct os a mi n e P T S s yst e m tr a ns p ort er s u b u nit II B
- 3. 3 S p _ 0 6 4 6 G at B G al a ct os e P T S
* R e x - 2. 0 S p _ 0 2 8 5 A d h B al c o h ol d e h y dr o g e n a s e ( zi n c)
* N a n R - 2. 0 S p _ 1 6 8 3 N a n U N- a c et yl n e ur a mi n at e A B C tr a ns p ort er s u bstr at e- bi n di n g pr ot ei n
* N a n R - 2. 0 S p _ 1 6 8 5 N a n E N- a c et yl m a n n os a mi n e- 6- p h os p h at e- 2- e pi m er a s e
- 1. 4 S p _ 2 2 0 6 R ai A ri b os o m al s u b u nit i nt erf a c e pr ot ei n
* R e x - 1. 3 S p _ 2 0 2 6 A d h E al c o h ol d e h y dr o g e n a s e (ir o n)
4. 8 S p _ 0 8 2 8 R pi A ri b os e- 5- p h os p h at e i s o m er a s e A
C o d Y - 3. 3 S p _ 1 8 7 2 Pi u A ir o n A B C-tr a ns p ort er
* R e x 1. 3 S p _ 1 1 1 9 G a p N gl y c er al d e h y d e- 3- p h os p h at e d e h y dr o g e n a s e
Ar g R - 1. 7 S p _ 2 1 5 0 Arc B or nit hi n e c ar b a m o yltr a nsf er a s e
5. 3 S p _ 0 8 2 4 Art M A B C-t y p e ar gi ni n e tr a ns p ort s yst e m
Cts R - 1. 4 S p _ 0 8 2 0 Cl p E A T P- d e p e n d e nt Cl p pr ot e a s e
- 1 1. 1 S p _ 0 3 3 8 Cl p L A T P- d e p e n d e nt Cl p pr ot e a s e A T P- bi n di n g s u b u nit
P yr R - 1 0. 0 S p _ 0 9 6 3 P yr K
di h y dr o or ot at e d e h y dr o g e n a s e el e ctr o n tr a nsf er s u b u nit, ( 2ir o n- 2s ulf ur c of a ct or) 
fl a vi n a d e ni n e bi n di n g, o xi d or e d u ct a s e a cti vit y
F u c R - 1 0. 0 S p _ 2 1 5 7 F u c D l a ct al d e h y d e d e h y dr o g e n a s e f u c os e/ir o n d e h y dr o g e n a s e
Mt a R - 5. 0 S p _ 0 8 2 5 F ol D t etr a h y dr af ol at e d e h y dr o g e n a s e, o xi d or e d u ct a s e a cti vit y
U n k n o w n - 2 5. 0 S p _ 1 6 9 0 S P _ 1 6 9 0 s u g ar A B C tr a ns p ort er s u bstr at e- bi n di n g pr ot ei n
- 1 4. 3 S p _ 2 1 3 5 R p m G 5 0s ri b os o m al pr ot ei n L 3 3
- 1 2. 5 S p _ 1 6 8 7 N a n B n e ur a mi ni d a s e B
- 1 2. 5 S p _ 2 0 8 4 Pst S 2 p h os p h at e A B C tr a ns p ort er
- 1 0. 0 S p _ 1 5 3 6 S P _ 1 5 3 6 m et h yltr a nsf er a s e, Tr m N 6
- 1 0. 0 S p _ 1 6 8 6 S P _ 1 6 8 6 Gf o/I d h/ M o c A f a mil y o xi d or e d u ct a s e
- 5. 0 S p _ 0 0 6 5 A g a S t a g at os e- 6- p h os p h at e-i s o m er a s e
- 5. 0 S p _ 0 1 8 9 S p x A tr a ns cri pti o n al r e g ul at or
- 5. 0 S p _ 1 0 2 3 S P _ 1 0 2 3 N- a c et yltr a nsf er a s e
- 5. 0 S p _ 1 2 9 0 Y d hJ h o m ol o g o us t o: H D s u p erf a mil y p h os p h o d yr ol a s e
- 5. 0 S p _ 1 7 5 8 Gtf 1 gr o u p 1 gl y c os yl tr a nsf er a s e
- 5. 0 S p _ 1 9 4 3 S P _ 1 9 4 3 G N A T f a mil y a c et yltr a nsf er a s e
- 5. 0 S p _ 2 0 7 3 S P _ 2 0 7 3 A B C tr a ns p ort er
- 3. 3 S p _ 1 1 1 4 S P _ 1 1 1 4 A B C tr a ns p ort er A T P- bi n di n g pr ot ei n
- 3. 3 S p _ 1 4 7 1 Ss u E N A D( P) H- d e p e n d e nt F M N r e d u c ats e
- 2. 5 S p _ 0 0 9 7 S P _ 0 0 9 7 i nt e gr al m e m br a n e d o m ai n
- 2. 0 S p _ 0 6 4 8 B g a A b et a- g al a ct osi d a s e ( g al a ct os e m et a b oli s m)
- 1. 7 S p _ 0 2 2 9 R pl O 5 0s ri b os o m al pr ot ei n L 1 5
- 1. 4 S p _ 2 1 9 0 C b p A c h oli n e bi n di n g pr ot ei n A
- 1. 3 S p _ 1 8 0 4 S P _ 1 8 0 4 Al k ali n e s h o c k pr ot ei n, Yl o U
4. 8 S p _ 0 9 7 7 T e h B t ell urit e r esi st a n c e pr ot ei n ( S- a d e n os yl m et hi o ni n e- d e p m et h yltr a nsf er a s e a cti vit y)
5. 4 S p _ 0 9 2 3 S P _ 0 9 2 3 C of f a mil y pr ot ei n, p h os p h at a s e ( h y dr ol a s e)
7. 4 S p _ 2 0 2 8 S P _ 2 0 2 8 p h os p h ot yr osi n e pr ot ei n p h os p h at a s e
M ass s p e ctr o m etr y b as e d pr ot e o mi c a n al ysis of ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n c o m p ar e d t o t h e p ar e nt al 
T 4 R fr o m c ult ur es gr o w n t o O D 6 0 0 n m 0. 5 i d e ntifi e d 4 1 -diff er e nti all y e x pr ess e d pr ot ei ns. 




   
 
   
 







    
 
   
  






4. 5 Dis c u ssi o n 
E v e n aft er t h e i ntr o d u cti o n of m ulti pl e v a c ci n es, Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e 
r e m ai ns o n e of t h e l e a di n g kill ers of c hil dr e n w orl d wi d e a n d i nf e cti o ns d u e t o t his 
or g a nis m a c c o u nt f or m or e t h a n 4 0 0, 0 0 0 h os pit ali z ati o ns p er y e ar i n t h e U nit e d St at es 
al o n e (C D C, 2 0 1 6 ). T h e p n e u m o c o c c us pri m aril y r esi d es as a c o m p o n e nt of t h e
n as o p h ar y n g e al fl or a, w h er e zi n c c o n c e ntr a ti o ns h a v e b e e n s h o w n t o b e li mit e d. C o ntr ar y 
t o w h at h as b e e n c h ar a ct eri z e d i n ot h er or g a nis m s, e x p os ur e t o t h e zi n c-c h el ati n g pr ot ei n 
c al pr ot e cti n, pr o d u c e d b y h u m a n n e utr o p hils t o s e q u est er zi n c i o ns fr o m b a ct eri a, h as 
b e e n s h o w n t o i n cr e as e s ur vi v al of t h e p n e u m o c o c c us i n a l u n g c h all e n g e m o d el 
(A c h o uiti et al., 2 0 1 4 ). T h o u g h zi n c a c q uisiti o n a n d r e g ul ati o n h a v e b e e n w ell
c h ar a ct eri z e d i n t his or g a nis m, t o o ur k n o wl e d g e t h e eff e ct of zi n c st ar v ati o n o n S. 
p n e u m o ni a e m et a b oli s m h as b e e n l ar g el y n e gl e ct e d. I n t hi s s t u d y, w e h a v e ai m e d t o 
c h ar a ct eri z e a g e n eti c l o c us t h o u g ht t o b e i n v ol v e d i n t h e u n c a n n y a bilit y of S. 
p n e u m o ni a e t o s ur vi v e zi n c-st ar v ati o n t hr o u g h alt er e d c ell ul ar m et a b oli s m a n d 
m a n a g e m e nt of o xi d ati v e str ess. O ur r es ult s i n di c at e t h at g e n es S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 ar e e n c o d e d 
as a n o p er o n t h at i s hi g hl y u pr e g ul at e d i n r es p o ns e t o zi n c -c h el ati o n b y t h e c ell 
p er m e a bl e c h el at or, T P E N, p ot e nti all y mi mi c ki n g r es ult s t h at m a y b e e n c o u nt er e d d uri n g 
n e utr o p hil cl e ar a n c e i n t h e h u m a n h ost. B L A S T p a n d U ni pr ot a n al ysis r e v e al e d t his 
o p er o n t o p ot e nti all y e n c o d e f or t w o tr a ns p ort s yst e ms, wit h o n e s h ari n g h o m ol o g y t o a n 
a nti bi oti c tr a ns p ort s yst e m a n d t h e ot h er s h ari n g h o m ol o g y wit h a c o b alt/ ni c k el e n er g y 









    
 
   
  
     
   
    





    
 
  
D u e t o c o m p o n e nts of t hi s o p er o n s h ari n g h o m ol o g y wit h a c o b alt/ ni c k el 
tr a ns p ort s yst e m, w e i n v e sti g at e t h e eff e ct of ot h er m et als o n g e n e e x pr essi o n of S P 1 4 3 4 . 
I nt er esti n gl y, o ur d at a i n di c at e a str o n g u pr e g ul ati o n d uri n g m et al -c h el ati o n b ut n ot 
d uri n g m et al s u p pl e m e nt ati o n, i n di c ati n g a r ol e f or t his o p er o n d uri n g c o n diti o ns of m et al 
li mit ati o n. A d diti o n all y, t his o p er o n w as d et er mi n e d t o b e s e nsiti v e t o zi n c, c o b alt, a n d 
ni c k el, as s u p pl e m e nt ati o n f oll o wi n g T P E N tr e at m e nt l e d t o a dr asti c li mit ati o n i n t h e 
u pr e g ul ati o n of S P 1 4 3 4 s e e n in T P E N tr e at e d s a m pl es al o n e, wit h 9 0 %, 9 0 %, a n d 3 0 % 
r estri cti o n, r es p e cti v el y. T o d et er mi n e if t h e Ar a C tr a ns cri pti o n al r e g ul at or u pstr e a m of 
t h e S P 1 4 3 4 -1 4 3 8 o p er o n w as r es p o nsi bl e f or t his zi n c -d e p e n d e nt r e g ul ati o n, e x pr essi o n 
of S P 1 4 3 4 w as ass ess e d i n t h e p ar e nt al T 4 R str ai n a n d a ∆ 1 4 3 3 str ai n f oll o wi n g T P E N 
tr e at m e nt. T his ass a y r e v e al e d a str o n g u pr e g ul ati o n of S P 1 4 3 4 i n t h e p ar e nt al T 4 R str ai n 
b ut n o i n cr e as e i n e x pr essi o n i n t h e ∆ 1 4 3 3 str ai n, i n di c ati n g S P 1 4 3 3 as t h e tr a ns cri pti o n al 
r e g ul at or of t his o p er o n. T o i d e ntif y if S P 1 4 3 3 is als o i n v ol v e d i n t h e l ar g er A d c R
r e g ul o n, w e ass ess e d e x pr essi o n of a d c A a n d a d c AII zi n c -bi n di n g li p o pr ot ei ns. N o 
si g nifi c a nt diff er e n c es w er e s e e n i n t h e e x pr essi o n of a d c A a n d a d c AII i n t h e ∆ 1 4 3 3 
str ai n, i n di c ati n g t h at S P 1 4 3 3 is li k el y a zi n c-s e nsi n g r e g ul at or t h at f u n cti o ns 
i n d e p e n d e ntl y of A d c R. 
Si n c e c o m p o n e nts of t his o p er o n s h ar e h o m ol o g y wit h m et al i o n tr a ns p ort 
s yst e ms, w e a n al y z e d i ntr a c ell ul ar m et al c o n c e ntr ati o ns of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 b y 
i nt er c o u pl e d pl as m a-m as s s p e ctr o m etr y (I C P -M S). Diff er e n c es w er e d et e ct e d i n 
m a n g a n es e, ir o n, a n d zi n c. F or m a n g a n es e a n d zi n c t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n c o nt ai n e d hi g h er 













   
   





   
  
T 4 R h a vi n g hi g h er i ntr a c ell ul ar c o n c e ntr ati o ns of ir o n. Si n c e e x c ess ir o n c a n i nt er a ct 
wit h H 2 O 2 t o f or m h y dr o x yl r a di c als, w e w er e i nt er est e d i n d et er mi ni n g h o w t h e m ut a nt 
str ai n, t h at h as l ess i ntr a c ell ul ar ir o n, w o ul d r es p o n d t o H 2 O 2 -m e di at e d killi n g. 
I nt er esti n gl y, t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n a p p e ar e d t o b e m or e r esist a nt t o H2 O 2 t h a n t h e T 4 R 
str ai n. 
As m et al i o ns ar e k n o w n t o b e i m p ort a nt e n z y m ati c c of a ct ors w e w er e i nt er est e d 
i n d et er mi ni n g h o w l oss of t his o p er o n, a n d s u bs e q u e nt c h a n g es i ntr a c ell ul ar m et al i o n 
c o n c e ntr ati o ns w o ul d al t er t h e c ell ul ar m et a b oli s m. T o i n v esti g at e t hi s, w e p erf or m e d 2 D 
N M R -b as e d m et a b ol o mi cs o n st eril e s u p er n at a nts fr o m c ult ur es of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
gr o w n t o O D 6 0 0 n m 0. 3 5. M aj or s hifts i n t h e m et a b oli c pr ofil es w er e d et e ct e d b et w e e n 
str ai ns, pri m ar il y wit h i n cr e as e d pr o d u cti o n of l a cti c a ci d b y t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n, a n d 
i n cr e as e d pr o d u cti o n of a c eti c a ci d b y t h e T 4 R str ai n. T h es e diff er e n c es c o ul d i n di c at e a 
pr ef er e n c e f or mi x e d a ci d f er m e nt ati o n b y T 4 R a n d f or gl u c os e f er m e nt ati o n b y t h e 
∆ 1 4 3 4 -8 str ai n (H art el et al., 2 0 1 2 ). O t h er m et a b olit es t h at w er e dr asti c all y diff er e nt 
i n cl u d e d c h a n g es i n a mi n o a ci d m et a b olis m . P arti c ul arl y i nt er esti n g, w er e t h e hi g h l e v els 
of c yst ei n e d et e ct e d i n ∆ 1 4 3 4 -8 , si n c e c yst ei n e r esi d u es ar e k n o w n t o bi n d zi n c i o ns wit h 
a hi g h affi nit y a n d t hi s str ai n c o nt ai ns hi g h er i ntr a c ell ul ar c o n c e ntr ati o ns of zi n c (P a c e 
a n d W e er a p a n a, 2 0 1 4 ). Pr ot e o mi c a n al ysis v ali d at e d t h e r es ult s o bt ai n e d fr o m t h e 
s e cr et e d m et a b ol o mi cs, i n di c at e d n e arl y o n e q u art er of diff er e nti all y e x pr es s e d pr ot ei ns 
w er e r e g ul at e d b y t h e C c p A r e g ul o n , i n v ol v e d i n c ar b o h y dr at e c at a b olit e r e pr essi o n. T h e
C c p A r e g ul o n h as b e e n pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d as a m ast er r e g ul at or t h at c o ntr ols 

















    
 
   
 
2 0 1 1 ). A d diti o n all y, C c p A r e g ul ati o n h as b e e n s u g g est e d t o b e of i m p ort a n c e d uri n g
i nt er a cti o n wit h t h e h ost a n d c o ul d c o ntri b ut e gr e atl y d uri n g c ol o ni z ati o n (C ar v al h o et al., 
2 0 1 1 ). T h e i m p ort a n c e f or C c p A r e g ul ati o n of m et a b olis m c o u l d e x pl ai n w h y littl e 
diff er e n c es w er e s e e n i n o ur a ni m al c h all e n g e, as w e utili z e d a m o d el of i n v asi o n i nt o t h e 
bl o o dstr e a m r at h er t h a n a c ol o ni z ati o n m o d el. 
I n a d diti o n t o t h e l ar g e n u m b er of g e n es t h at w er e i d e ntifi e d wit hi n t h e C c p A 
r e g ul o n, r es ult s fr o m o ur pr ot e o mi c a n al ysis als o d et e ct e d diff er e nti al e x pr essi o n of 
pr ot ei ns wit hi n t h e C o d Y, Ar g R, a n d R e x r e g ul o ns. C o d Y h as b e e n s h o w n t o b e i n v ol v e d 
i n t h e r e g ul ati o n of c ol o ni z ati o n a n d a mi n o a ci d m et a b olis m a n d c o ul d p ot e nti all y b e
i m p a cti n g t h e a min o a ci d diff er e n c es d et e ct e d i n o ur m et a b ol o mi c a n al ys e s (H e n dri ks e n 
et al., 2 0 0 8 ). Ar gi ni n e m et a b olis m h as b e e n li n k e d t o vir ul e n c e i n Str e pt o c o c c us 
p n e u m o ni a e a n d ot h er si g nifi c a nt h u m a n p at h o g e ns, it i s i nt er esti n g t o n ot e t h at o n e of 
t h e si x pr ot ei ns d et e ct e d t o b e u pr e g ul at e d i n o ur pr ot e o mi c a n al ysis w as a n ar gi ni n e 
tr a ns p ort s yst e m t h at i s r e g ul at e d b y t h e Ar g R r e g ul o n (Kl o ost er m a n a n d K ui p ers, 2 0 1 1 ).
T h e R e x (r e d o x -s e nsi n g r e g ul at or) r e g ul o n d et e ct e d b y R e g Pr e cis e h as b e e n c h ar a ct eri z e d 
i n b ot h Str e pt o c o c c us m ut a ns a n d St a p h yl o c o c c us a ur e us t h o u g h t o o ur k n o wl e d g e h as 
n ot y et b e e n c h ar a ct eri z e d i n S. p n e u m o ni a e (P a g els et al., 2 0 1 0 ; B a k er et al., 2 0 1 4 ). I n 
b ot h S. m ut a ns a n d S. a ur e us R e x h as b e e n s h o w n t o s e ns e N A D + or N A D H, a n d i n S. 
a ur e us R e x is t h o u g ht t o b e t h e c e ntr al r e g ul at or of a n a er o bi c m et a b oli s m (P a g els et al., 
2 0 1 0 ). Fi n di n gs fr o m o ur pr ot e o mi cs a n al ys es i n di c at e t h at t h e i n v ol v e m e nt of R e x i n t his
s yst e m is at t h e l e v el of a zi n c -bi n di n g a n d a n ir o n -bi n di n g al c o h ol d e h y dr o g e n as e, b ot h 








   
   









   
 
c or e g ul ati o n b y R e x a n d C o d Y t h at w as i d e ntifi e d i n o ur pr ot e o mi cs d at a is a
gl y c er al d e h y d e -3 -p h os p h at e -d e h y dr o g e n as e . C oll e cti v el y, t h es e d at a i n di c at e m aj or 
m et a b oli c c h a n g es o c c urri n g b et w e e n o ur T 4 R str ai n a n d t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n , p arti c ul arl y
i n c ar b o h y dr at e m et a b oli s m, f er m e nt ati o n, a n d a mi n o a ci d m et a b olis m. 
I n t hi s st u d y, w e i d e ntifi e d a pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d o p er o n of Str e pt o c o c c us 
p n e u m o ni a e t h at is str o n gl y r es p o nsi v e t o zi n c -c h el ati o n, y et i n d e p e n d e nt of t h e A d c R 
zi n c r e g ul o n. W e h a v e i d e ntifi e d t h e r e g ul at or f or t hi s g e n eti c l o c us a n d h a v e d et er mi n e d 
t h at m ut a nts l a c ki n g t h e o p er o n ( ∆ 1 4 3 4-8) dis pl a y diff er e nt i ntr a c ell ul ar m et al i o n r ati os, 
alt er e d m et a b oli c pr ofil es, a n d ar e m or e r esist a nt t o H 2 O 2 -m e di at e d killi n g c o m p ar e d t o 
t h e p ar e nt al T 4 R str ai n. A n al ysis of t h e s e cr et e d m et a b ol o m es a n d pr ot e o mi c pr ofil es 
s u g g est c h a n g es i n c e ntr al c ar b o h y dr at e m et a b olis m, p ot e nti all y t hr o u g h a s hift i n 
f er m e nt ati o n p at h w a ys. T h es e dat a d e m o nstr at e t h at t h e m et a b ol o m e of St r e pt o c o c c us 
p n e u m o ni a e is l ar g el y m et al-d e p e n d e nt , w hi c h t o o ur k n o wl e d g e h as n ot y et b e e n 
c h ar a ct eri z e d . T his w or k pr o vi d es a f o u n d ati o n u p o n w hi c h w e c a n n o w e x p a n d o ur 
u n d erst a n di n g, i n h o p es t o i d e ntif y k e y m et ab oli c e n z y m es a n d i nt er m e di at es t h at c o ul d 
b e t ar g et e d usi n g m et al -d e p e n d e nt t h er a p e uti cs. 
4. 6 A c k n o wl e d g e m e nts 
T h a n k y o u t o All e n S h a c k i n t h e C oll e g e of B asi c S ci e n c es a n d t h e st aff of t h e 
Ari z o n a St at e U ni v ersit y M ass S p e ctr o m etr y C or e f or t h eir assi s t a n c e wit h t h e pr ot e o mi c
a n al ysis f e at ur e d i n t h e w or k pr es e nt e d h er e . T his w or k w as s u p p ort e d i n p art a n 











P 2 0 G M 1 0 3 6 4 6 ( a w ar d e d t o J A T) a n d b y a N ati o n al I nstit ut es of H e alt h gr a nt n u m b er 
R 1 5 G M 1 1 3 1 5 2 ( a w ar d e d t o N C F). 





   
  
 
   
  
 
   




   
C O N C L U SI O N S 
Wit h a nti bi oti c r esist a n c e i n cr e asi n g at a n al ar mi n g r at e a n d c urr e nt v a c ci n ati o n 
str at e gi es pr o vi n g i n eff e cti v e at off eri n g pr ot e cti o n a g ai nst a wi d e r a n g e of Str e pt o c o c c us 
p n e u m o ni a e s er ot y p es, alt er n ati v e tr e at m e nt t ar g et s a n d t h er a p e uti cs m ust b e i d e ntifi e d. 
T r a c e m et al i o ns ar e b ot h n e c ess ar y f or b a ct eri al s ur vi v al a n d t o xi c w h e n f o u n d at hi g h 
e n o u g h c o n c e ntr ati o ns, t h er ef or e, m a ni p ul ati n g t h eir r e g ul ati o n c o ul d pr es e nt a l ot of 
pr o mi s e f or p ot e nti al tr e at m e nt o pti o ns. Zi n c is t h e s e c o n d m ost a b u n d a nt m et al i o n i n t h e 
h u m a n b o d y a n d is f o u n d at c o n c e ntr ati o ns r a n gi n g fr o m l ess t h a n 5 µ M t o gr e at er t h a n 
5 0 0 µ M i n i nf e ct e d tiss u es. T h e p n e u m o c o c c us h as e v ol v e d m e c h a nis m s t h at all o w it t o 
t hri v e i n n u m er o us diff er e nt b o d y sit es i n cl u di n g t h e u p p er a n d l o w er r es pir at or y tr a ct, 
l u n gs, bl o o d, a n d t h e c er e br os pi n al fl ui d. Wit hi n e a c h of t h os e diff er e nt e n vir o n m e nts, 
t h e or g a nis m e n c o u nt ers diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of a v ail a bl e zi n c. T h e c e nt r al h y p ot h esis 
of t h e r es e ar c h pr es e nt e d i n t his di ss ert ati o n w as t h at zi n c a v ail a bilit y w o ul d i nfl u e n c e 
as p e cts of p n e u m o c o c c al p h ysi ol o g y a n d ulti m at el y t h e a bilit y of t his or g a nis m t o c a us e 
dis e as e. 
B a ct eri a p oss ess hi g hl y s p e cifi c m e c h a nis m s t o a c q ui r e m et als fr o m t h eir e xt er n al 
e n vir o n m e nt. S. p n e u m o ni a e p oss ess es t w o c h ar a ct eri z e d zi n c -a c q uisiti o n o p er o ns, 
a d c A B C a n d t h e a d c AII -p ht D . E a c h o p er o n c o nt ai ns a zi n c -bi n di n g li p o pr ot ei n, A d c A or 
1 0 1 
 
 





    
  
  
    
    
 








A d c AII, w hi c h w er e ori gi n all y c h ar a ct eri z e d as pl a yi n g r e d u n d a nt r ol es i n zi n c 
a c q uisiti o n . I n c h a pt er II of t his di ss ert ati o n, A d c AII w as d e e m e d t o b e t h e m or e s e nsiti v e 
of t h e t w o t o zi n c -li miti n g c o n diti o ns. T his w as d et er mi n e d t hr o u g h gr o wt h c ur v e
a n al ysis of t h e p ar e nt al T 4 R, ∆ A d c A, a n d ∆ A d c AII str ai ns , w h er e by, m ut a nts l a c ki n g 
A d c AII w er e m or e s e nsiti v e t o zi n c -c h el ati o n b y T P E N, r es ulti n g i n a gr e at er gr o wt h 
d ef e ct t h a n m ut a nts l a c ki n g A d c A. D o u bl e m ut a nt s l a c ki n g b ot h A d c A a n d A d c AII 
a p p e ar e d t o h a v e a gr o wt h d ef e ct w h e n gr o w n wit h o ut zi n c -c h el ati o n, b ut aft er t h e 
a d diti o n of T P E N, t h e y w er e n ot a bl e t o gr o w at all, i n di c ati n g a c o m pl et e i n a bilit y t o 
m ai nt ai n i ntr a c ell ul ar zi n c h o m e ost asis. A n al ysis of g e n e e x pr essi o n usi n g q R T -P C R 
s h o w e d a 4 0 -f ol d u pr e g ul ati o n of a d c AII f oll o wi n g zi n c-c h el ati o n w hil e a d c A w as o nl y 
s h o w n t o b e u pr e g ul at e d a p pr o xi m at el y 5 -f ol d. E x pr essi o n of a d c A i n t h e ∆ A d c AII 
m ut a nt s h o w e d a sli g htl y hi g h er 6 -f ol d u pr e g ul ati o n f oll o wi n g T P E N tr e at m e nt t h a n t h e 
T P E N tr e at e d T 4 R str ai n. H o w e v er, e x pr essi o n of a d c AII i n t h e ∆ A d c A str ai n i n cr e as e d 
n e arl y 1 0 0 % s h o wi n g a n a p pr o xi m at el y 8 0 -f ol d u pr e g ul ati o n f oll o wi n g T P E N tr e at m e nt. 
T h es e d at a c oll e cti v el y i n di c at e t h at d uri n g zi n c -d e pl eti o n, a d c AII is u pr e g ul at e d t o 
att e m pt t o m ai nt ai n h o m e ost asis w hil e a d c A r e m ai ns al m ost u n c h a n g e d, t h us i n di c ati n g
t h at t h e gr o wt h d ef e ct s e e n i n t h e ∆ A d c AII str ai n f oll o wi n g c h el ati o n i s d u e t o a n 
i n a bilit y of a d c A t o m a k e u p f or t h e l oss. 
I n a n eff ort t o i d e ntif y r ol es f or t h es e pr ot ei ns i n a d h esi o n a n d i n v asi o n, ass a ys 
w er e p erf or m e d utili zi n g a n A 5 4 9 h u m a n l u n g e pit h eli al c ell. R es ult s fr o m a d h esi o n 
ass a ys i n di c at e d a sli g ht d e cr e as e i n a d h esi o n i n t h e ∆ A d c AII m ut a nt a n d a si g nifi c a nt 
d e cr e as e i n t h e d o u bl e k n o c k o ut ( ∆ A d c A/ ∆ A d c AII). W h e n i n o c ul at e d i nt o a m uri n e 















   
  
 
m o d el of n as al c ol o ni z ati o n, t h e ∆ A d c AII m ut a nt w as si g nifi c a ntl y l ess li k el y t o b e 
r etri e v e d fr o m n as al l a v a g e or fr o m h o m o g e ni z e d n as al tiss u es. I nt er esti n gl y; h o w e v er, 
i n v asi o n i d e ntifi e d b ot h si n gl e m ut a nts, ∆ A d c A a n d ∆ A d c AII, as b ei n g h y p eri n v asi v e, 
r o u g hl y 2 0 0-3 0 0 % c o m p ar e d t o t h e p ar e nt al T 4 R st r ai n. U p o n f urt h er a n al ysis, it w as 
c o n cl u d e d t h at l oss of t h e s e pr ot ei ns cr e at e d a n i ntr a c ell ul ar e n vir o n m e nt of zi n c -
li mit ati o n, it a p p e ar e d t h at i n a n eff ort t o m ai nt ai n h o m e ost asis, t h e c ell s i n v a d e d i nt o t h e 
c ell m o n ol a y er t o o bt ai n zi n c. T his w as d e d u c e d b as e d o n t h e f ail ur e of t h e c ell s t o 
i n v a d e t h e e pit h eli al m o n ol a y er, at hi g h er r at es t h a n T 4 R, w h e n e x c ess zi n c w as 
s u p pl e m e nt e d i nt o t h e gr o wt h m e di u m. R es ult s fr o m a n i n vi v o m uri n e c h all e n g e 
i n di c at e d a tr e n d t o w ar ds i n cr e as e d bl o o d c o u nts i n b ot h si n gl e m ut a nt str ai ns; h o w e v er, 
t h es e di d n ot r e a c h st ati sti c al si g nifi c a n c e. 
U p o n c o n cl usi o n of t h e a b o v e -m e nti o n e d st u d y, it w as cl e ar t h at A d c A a n d 
A d c AII w er e b ot h i n v ol v e d i n zi n c -s e nsi n g a n d i n v asi o n b ut A d c AII a p p e ars t o b e m or e
i m p ort a nt d uri n g zi n c li mit ati o n. W h at w as n ot u n d erst o o d h o w e v er, w as t h e d e cr e as e d 
a bilit y of t h e ∆ A d c AII m ut a nt t o c ol o ni z e t h e n as o p h ar y n x d uri n g t h e m uri n e c h all e n g e. 
T h es e d at a s u g g est e d a p ot e nti al r ol e f or zi n c h o m e ost asis i n n as o p h ar y n g e al c ol o ni z ati o n 
of Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e . 
Si n c e S. p n e u m o ni a e h as b e e n w ell c h ar a ct eri z e d t o c ol o ni z e t h e n as o p h ar y n x 
t hr o u g h t h e f or m ati o n of bi ofil ms, a n d t o c a us e bi ofil m-ass o ci at e d dis e as es s u c h as 
si n usitis a n d a c ut e otitis m e di a, t h e g o al of c h a pt er III of t his di ss ert ati o n w as t o i d e ntif y
t h e r ol e of zi n c a v ail a bilit y i n t h e f or m ati o n of p n e u m o c o c c al bi ofil ms. T o t his e n d, a 
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st a n d ar d cr yst al vi ol et st ai ni n g t e c h ni q u e w as us e d , h o w e v er t his pr oj e ct w a s i n n o v ati v e
i n t h at a C h el e x -r esi n w a s us e d t o r e m o v e all m et als fr o m t he gr o wt h m e di u m s o m et al 
c o n c e ntr ati o ns c o ul d b e c ar ef ull y s u p pl e m e nt e d. F or t his st u d y, bi ofil m f or m ati o n w as 
i n v esti g at e d u n d er a v ari et y of diff er e nt zi n c c o n c e ntr ati o ns mi mi c ki n g w h at w o ul d b e 
e n c o u nt er e d wit hi n t h e h u m a n h ost. R es ult s fr o m t his w or k s h o w e d t h at as zi n c 
c o n c e ntr ati o n i n cr e as e d, p n e u m o c o c c al bi ofil ms gr e w l ar g er. T his p h e n ot y p e w as tr u e i n 
t h e u n e n c a ps ul at e d T 4 R str ai n as w ell as t h e e n c a ps ul at e d E F 3 0 3 0 a n d TI G R 4 str ai ns a n d 
d e m o nstr at e d b ot h b y cr yst al vi ol et st ai ni n g a n d i n s c a n ni n g el e ctr o n mi cr o gr a p hs of 
bi ofil ms gr o w n i n vitr o o n gl ass c o v ersli ps a n d o n a pri m ar y h u m a n br o n c h otr a c h e al c ell 
li n e. I nt er esti n gl y, w h e n a v ail a bilit y of ot h er m et als w as t est e d, n o si g nifi c a nt diff er e n c es 
w er e s e e n, i n di c ati n g a zi n c -s p e cifi c eff e ct. 
T o r ul e o ut a gr o wt h eff e ct c o ntri b uti n g t o t his p h e n ot y p e, vi a bilit y pl ati n g w as 
p erf or m e d fr o m pl a n kt o ni c c ult ur es a n d fr o m bi ofil m c ult ur es b ot h wit hi n t h e m e di a 
c ol u m n a n d wit hi n r e s us p e n d e d bi ofil ms. It w as d et er mi n e d t h at w hil e n o diff er e n c es 
w er e s e e n i n vi a bilit y wit hi n pl a n kt o ni c c ult ur es , si g nifi c a nt diff er e n c es w er e d et e ct e d i n 
c ell vi a bilit y wit hi n t h e bi ofil m str u ct ur e. It h as b e e n pr e vi o usl y s h o w n i n ot h er 
or g a nis m s t h at pr ot ei ns o n t h e b a ct eri al c ell s urf a c e c a n i nt er a ct wit h fr e e zi n c i o ns t o 
f or m ti g ht c ell-t o-c ell i nt er a cti o ns (C o nr a d y et al., 2 0 0 8 ; F or m os a -D a g u e et al., 2 0 1 6 ). T o 
d et er mi n e if t h at w as a c o ntri b uti n g f a ct or t o t his p h e n ot y p e, a g gr e g ati o n a ss a ys w er e 
p erf or m e d b y e x p osi n g pl a n kt o ni c c ult ur es at O D 6 0 0 n m 0. 7 t o hi g h c o n c e ntr ati o ns of zi n c 
a n d i n c u b ati n g o n i c e. F oll o wi n g i n c u b ati o n , s a m pl es w er e pl at e d f or vi a bilit y, st ai n e d 
wit h cr yst al vi ol et, or pr o c ess e d f or i m m u n ofl u or e s c e n c e. R es ult s fr o m t h es e ass a ys 

















d e m o nstr at e d t h at hi g h c o n c e ntr ati o ns of zi n c w er e i n d u ci n g t h e f or m ati o n of 
p n e u m o c o c c al a g gr e g at e s, si mil ar t o w h at h as b e e n s e e n i n ot h er or g a nis m s, a n d 
ulti m at el y l e a di n g t o t h e f or m ati o n of l ar g er, m or e r o b ust bi ofil ms. 
T his w or k a n d pr e vi o us w or k i n t h e fi el d of Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e a n d m et als 
h as ai m e d t o c h ar a ct eri z e t h e r ol es of m et als i n vir ul e n c e h o w e v er f e w st u di es h a v e 
ai m e d t o u n d erst a n d h o w m et als i m p a ct p n e u m o c o c c al m et a b olis m. I n a n eff ort t o fill t hi s 
g a p i n t h e k n o wl e d g e, t h e g o al of c h a pt er I V b e c a m e t o i n v esti g at e a pr e vi o usl y 
u n c h ar a ct eri z e d o p er o n a n d d e d u c e t h e ti es b et w e e n m et al a v ai l a bilit y a n d c ell ul ar 
m et a b oli s m. I niti al st a g e s of t his pr oj e ct i n cl u d e d i d e ntif yi n g a gr o u p of g e n es t h at w er e 
hi g hl y u pr e g ul at e d i n a mi cr o arr a y of T 4 R e x p os e d t o T P E N, a zi n c -c h el at or. T h es e 
g e n es w er e c o nfir m e d t o b e e n c o d e d as a n o p er o n t h at e n c o d es f or t w o tr a n s p ort s yst e ms 
t h at ar e r e g ul at e d b y a n u pstr e a m Ar a C tr a ns cri pti o n al r e g ul at or, i n di c ati n g t h es e g e n es 
ar e i n v ol v e d i n t h e m ai nt e n a n c e of m et al h o m e ost asis. A n al ysis of g e n e e x pr essi o n i n a 
v ari et y of m et al str ess ors i n di c at e d t h at t his s yst e m is s e nsiti v e t o m et al st ar v ati o n a n d n ot 
i nt o xi c ati o n, a n d t h at it is li k el y d e p e n d e nt o n zi n c, c o b alt, a n d p ot e nti all y ni c k el. U p o n 
a d diti o n al a n al ysis, l oss of t his o p er o n w as s h o w n t o alt er t h e i ntr a c ell ul ar c o n c e ntr ati o n 
of m et al i o ns zi n c, m a n g a n es e, a n d ir o n b ut i nt er e sti n gl y, l oss of t his o p er o n c o n v e ys 
r esist a n c e t o H2 O 2 -m e di at e d killi n g. T his fi n di n g w as s ur prisi n g, t h o u g h n ot u n h e ar d of 
as m et als ar e oft e n dis c us s e d i n t er ms of o xi d ati v e str ess. 
T o u n d erst a n d m or e a b o ut w h at i s c o ntri b uti n g t o t h e c h a n g es s e e n i n i ntr a c ell ul ar 
m et al c o n c e ntr ati o ns a n d o xi d ati v e str ess, a n al ysis of t h e s e cr et e d m et a b ol o m e w as 

















p erf or m e d fr o m c ult ur es of T 4 R a n d t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n. F oll o wi n g a n al ysi s b y 2 D -N M R, 
it w as cl e ar t h at t h e o v er all m et a b oli c pr ofil es of b oth str ai ns w er e si g nifi c a ntl y diff er e nt 
fr o m e a c h ot h er, a n d n u m er o us m et a b olit es w er e d et e ct e d as b ei n g si g nifi c a ntl y diff er e nt 
b et w e e n t h e t w o str ai ns. S o m e of t h e m ost hi g hl y si g nifi c a nt m et a b olit es i n d es c e n di n g 
or d er w er e l a cti c a ci d, a c eti c a ci d, a n d L -c yst ei n e. D at a fr o m t h es e a n al ys e s r e v e al e d 
str o n g c h a n g es i n c ar b o h y dr at e m et a b olis m a n d a mi n o a ci d m et a b olis m. T h e m et a b oli c 
b y pr o d u ct l a cti c a ci d w as si g nifi c a ntl y hi g h er i n t h e ∆ 1 4 3 4 -8 str ai n w hil e gl u c os e w as 
m u c h l o w er c o m p ar e d t o t h e T 4 R str ai n, t h es e d at a i n di c at e t h at t h e m ut a nt i s m or e
r e a dil y f er m e nti n g gl u c o s e. O n t h e c o ntr ar y, t h e b y pr o d u ct a c eti c a ci d w as f o u n d i n m u c h 
hi g h er c o n c e ntr ati o ns i n t h e p ar e nt al T 4 R i n di c ati n g t h at it m a y b e m or e h e a vil y r eli a nt 
o n mi x e d a ci d f er m e nt ati o n. T o i d e n tif y s p e cifi c p at h w a ys c o ntri b uti n g t o t h e diff er e n c es 
s e e n i n t h e m et a b oli c pr ofil es b et w e e n t h es e t w o str ai ns, pr ot e o mi c a n al ysi s w as 
p erf or m e d. Of t h e d at a o bt ai n e d fr o m t his a n al ysi s r o u g hl y 2 5 % of t h e diff er e nti all y 
e x pr ess e d pr ot ei ns i n t h e ∆ 1 4 3 4 -8 s tr ai n c o m p ar e d t o T 4 R w er e f o u n d t o b e r e g ul at e d b y
t h e gl o b al c at a b olit e r e pr essi o n s yst e m, C c p A. T h e eff e ct or m ol e c ul e f or t his s yst e m w as 
i d e ntifi e d as fr u ct os e 1, 6-bis p h os p h at e, o n e of t h e pri m ar y i nt er m e di at es i n gl y c ol ysis. I n 
a d diti o n t o t h e pr ot ei n s i n v ol v e d i n c ar b o h y dr at e m et a b oli s m, pr ot ei ns f o u n d wit hi n ot h er 
r e g ul o ns s u c h as R e x, C o d Y, a n d Ar g R w er e als o i d e ntifi e d. Pr ot ei ns wit hi n t h e R e x 
r e g ul o n c o ul d c o ntri b ut e t o t h e diff er e n c es i n r esist a n c e t o o xi d ati v e str ess i n ∆ 1 4 3 4 -8. 
Alt er n ati v el y, t h e C o d Y r e g ul o n i s k n o w n t o b e i n v ol v e d i n r e g ul ati n g c ell ul ar n utriti o n, 
w hi c h w o ul d li k el y i n cl u d e t h e u pt a k e or effl u x of m et al i o ns. L astl y, t h e Ar g R r e g ul o n 
pri m aril y r e g ul at es t h e u pt a k e a n d m et a b oli s m of ar gi ni n e, w hi c h r e c e ntl y h as b e e n 
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s h o w n t o b e i n v ol v e d i n e x pr essi o n of vir ul e n c e g e n es i n cl u di n g t h e zi n c-bi n di n g 
li p o pr ot ei n, A d c AII.
M et als ar e l ar g el y i n v ol v e d i n t h e r e g ul ati o n of c ell ul ar pr o c ess es a n d c o ul d s er v e 
as t ar g ets f or n o v el t h er a p e uti c i nt er v e nti o ns. F or t hi s r e as o n, u n d erst a n di n g t h e 
m e c h a nis m s us e d b y b a ct eri a t o cir c u m v e nt m et al st ar v ati o n a n d i nt o xi c ati o n will pr o vi d e 
n e c ess ar y i nsi g ht o n h o w b est t o m a ni p ul at e t h es e s yst e ms i n or d er t o i d e ntif y s p e cifi c 
t ar g ets t h at c o ul d pr ot e ct a g ai nst a br o a d er r a n g e of b a ct eri al p at h o g e ns. T h e w or k 
pr es e nt e d h er e h as i d e ntifi e d n o v el m e c h a nis m s utili z e d b y t h e p n e u m o c o c c us f or 
m ai nt ai ni n g h o m e ost asis d uri n g b ot h zi n c li mit ati o n a n d i nt o xi c ati o n. T h e m e c h a nis m s 
d es cri b e pr o vi d e i nsi g ht i nt o pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d as p e cts of p n e u m o c o c c al 
i nv asi o n ( c h a pt er II), c ol o ni z ati o n ( c h a pt er III), a n d c ell ul ar m et a b oli s m ( c h a pt er I V), a n d 
c oll e cti v el y t h es e d at a i n di c at e h o w br o a d r e a c hi n g t h e i m p a cts of m et al p ert ur b ati o n c a n 
b e ( Fi g ur e 5. 1).


















Fi g ur e 5. 1 M o d el of r es e ar c h c o n cl u si o ns 
T his r es e ar c h h as ai m e d t o i d e ntif y as p e cts of p n e u m o c o c c al p h ysi ol o g y t h at p ert ai n t o 
dis e as e. T his m o d el r e pr es e nts t h e fi n di n gs fr o m t h e r es e ar c h pr es e nt e d h er e. Ai m 1 
i d e ntifi e d A d c AII as t h e pri m ar y f a ct or i n v ol v e d i n m ai nt e n a n c e of h o m e o st asis d uri n g
zi n c -li mit ati o n a n d i d e ntifi e d a r ol e f or zi n c i n i n v asi o n a n d c ol o ni z ati o n. Ai m 2 f urt h er
c h ar a ct eri z e d t h e r ol e of zi n c i n bi ofil m f or m ati o n b y i d e ntif yi n g t h e zi n c -d e p e n d e nt c ell 
a g gr e g ati v e p h e n ot y p e. Ai m 3 i d e ntifi e d a pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d o p er o n i n v ol v e d i n 
h o m e ost asis d uri n g zi n c -li mit ati o n a n d arti c ul at e d h o w t hi s o p er o n m o d ul at es c ell ul ar
m et a b oli s m a n d m et al i o n u pt a k e. 
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T a bl e A. 1 M ut a g e n esis Pri m ers 






   
T a bl e A. 2 Mi cr o arr a y A n al ysis of TI G R 4 & ∆ A d c AII 
B a ct eri al R N A w as h ar v est e d at O D 6 0 0 n m 0. 5 a n d us e d t o s y nt h esi z e c D N A f or 
h y bri di z ati o n t o p n e u m o c o c c al mi cr o arr a y. 







T a bl e A. 3 B L A S T A n al ysis of Pr ot ei ns i n t h e S P 1 4 3 4 -8 O p er o n 
A n al ysis w as p erf or m e d usi n g N C BI B L A S T p e x cl u di n g Str e pt o c o c c us p n e u m o ni a e 
i d: 1 3 1 
1 1 2 
 
 
   
 
T a bl e A. 4 M ut a g e n esis a n d q R T -P C R Pri m ers 
1 1 3 
 
 



















T a bl e A. 5 S P 1 4 3 4 E x pr essi o n u n d er M et al Str ess 
F ol d C h a n g e 
T P 1 5 1 2 5. 5 ± 9. 0 
Zi n c 0. 7 ± 0. 9 
C o b alt -1. 3 ± 0. 1 
I r o n -1. 1 ± 0. 1 
Ni c k el -1. 1 ± 0. 1 
T P 3 0 1 0 8. 3 ± 5. 3 
T P + Zi n c 1 1. 5 ± 4. 5 
T P + C o b alt 1 1. 4 ± 4. 4 
T P + I r o n 9 9. 8 ± 9. 3 
T P + Ni c k el 3 3. 7 ± 6. 1 
M e a n f ol d c h a n g e i n g e n e e x pr essi o n of S P 1 4 3 4 f oll o wi n g m et al-c h el ati o n or 
s u p pl e m e nt ati o n, c al c ul at e d b y ∆ ∆ C T a n al ysis wit h g yr A s er vi n g as a n i nt er n al c o ntr ol. 
R es ult s r efl e ct m e a n a v er a g e d fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. V al u es fr o m d at a 
s h o w n i n Fi g ur e 4. 2.









T a bl e A. 6 I ntr a c ell ul ar M et al I o n C o n c e ntr ati o ns of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4-8 
I ntr a c ell ul ar m et al c o n c e ntr ati o ns as m e as ur e d b y I C P -M S i n T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8, 
c o n c e ntr ati o ns s h o w n i n µ g/ L ( p arts p er billi o n). V al u es fr o m d at a s h o w n i n 
Fi g ur e 4. 4 a. 
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Fi g ur e B. 1 W est er n bl ot ass essi n g A d c AII e x pr essi o n 
L ys at es fr o m T 4 R, Δ A d c AII, a n d Δ A d c AII + str ai ns w er e bl ott e d a n d pr o b e d wit h 
a nti -L M B a nti b o d y a n d d e v el o p e d.  Bl a c k arr o w h e a d i n di c at es A d c AII.  




   
     
   
 
Fi g ur e B. 2 Eff e cts of zi n c o n e x pr es si o n of p ht D 
A) B as al e x pr essi o n of p ht D i n wil d t y p e T 4 R vs Δ A d c AII as m e as ur e d b y q R T-
P C R ∆ ∆ C T a n al ysis. B) E x pr essi o n of p ht D i n wil d t y p e T 4 R vs Δ A d c AII w h e n 
s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 µ M Z n S O 4. T h es e d at a r e pr es e nt t hr e e i n d e p e n d e nt 
r e pli c at es. 






   
 
 
Fi g ur e B. 3 Eff e ct of P ht D o n i n v asi o n i n A 5 4 9 c ell li n e 
I n v asi o n r el ati v e t o T 4 R ( %). B a ct eri a w er e i n c u b at e d f or 2 h wit h A 5 4 9 c ell s, 
f oll o w e d b y 1 h in t h e pr es e n c e of a nti bi oti cs t o kill e xtr a c ell ul ar b a ct eri a; c ell s 
w er e l ys e d, a n d i ntr a c ell ul ar b a ct eri a w er e q u a ntit at e d. All e x p eri m e nts w er e 
c o n d u ct e d at l e ast t hr e e ti m es. E a c h e x p eri m e nt c o nsist e d of tri pli c at e s a m pl e 
w ell s. 













Fi g ur e B. 4 Bi o p h ysi c al c h ar a ct eri z ati o n of A d c AII 
A) F ar -U V Cir c ul ar Di c hr ois m ( C D) s p e ctr u m of 4 0 µ M A d c AII at 2 5 ° C i n 
2 5 m M Tris b uff er p H 7. 5.  T h e r e c o nstr u ct e d s p e ctr u m fr o m si n g ul ar -v al u e 
d e c o m p ositi o n ( S V D) is als o s h o w n t o d e m o nstr at e g o o d a gr e e m e nt b et w e e n t h e 
o bs er v e d d at a a n d s e c o n d ar y str u ct ur e pr e di cti o ns.  T h e d at a h a v e b e e n pr o c ess e d 
as d es cri b e d i n m at eri als a n d m et h o ds. B) R e g ul ari z ati o n fit r es ult s fr o m d y n a mi c 
li g ht s c att eri n g ( D L S) f or A d c AII u n d er i d e nti c al c o n diti o ns t o ( A).  T h e a v er a g e
o bs er v e d h y dr o d y n a mi c r a di us i s 2 7. 5 ± 0. 4 Å. T his c o m p ar es f a v or a bl y wit h t h e 
cr yst al str u ct ur e v al u e of 3 0. 5 Å .












Fi g ur e B. 5 A d c AII is n ot i n v ol v e d i n bi ofil m f or m ati o n 
A n al ysis of bi ofil ms f or m e d b y t h e ∆ A d c AII str ai n at 2 5 0 a n d 5 0 0 µ M zi n c usi n g 
t h e M a n n W hit n e y U t est i n di c at e d a p v al u e of < 0. 0 0 0 1. b) R e pr es e nt ati v e 
gr o wt h c ur v es of t h e ∆ A d c AII str ai n gr o w n i n 0 -5 0 0 µ M zi n c i n di c at e a gr o wt h 
d ef e ct i n s a m pl es s u p pl e m e nt e d wit h 0 a n d 1 0 0 µ M zi n c.  






   
 
Fi g ur e B. 6 Gr o wt h c ur v es of T 4 R 
T 4 R gr o w n i n t h e pr es e n c e of a) 0 -5 0 0 µ M zi n c, b) 0 -4 5 µ M c o p p er, or c) 0 -5 µ M 
m a n g a n es e i n di c at e gr o wt h d ef e cts pr es e nt i n s a m pl es l a c ki n g m et al 
s u p pl e m e nt ati o n. 











Fi g ur e B. 7 Vi a bilit y of S. p n e u m o ni a e TI G R 4 a n d E F 3 0 3 0 str ai ns 
Vi a bilit y of b ot h a) TI G R 4 a n d b) E F 3 0 3 0 gr o w n i n c ult ur e t u b es wit h v ar yi n g 
c o n c e ntr ati o ns of zi n c ( 0 -5 0 0 µ M). TI G R 4 gr o w n i n 5 0 0 µ M zi n c s h o w e d a 
si g nifi c a nt d e cr e as e i n vi a bilit y, p < 0. 0 5. Gr o wt h c ur v e a n al ysis of c) TI G R 4 a n d 
d)  E F 3 0 3 0 i n di c at e t h at zi n c d o es n ot i n cr e as e gr o wt h at 5 0 0 µ M a n d is t h er ef or e 
n ot c a usi n g t h e i n cr e as e i n bi ofil m d e nsit y. 









Fi g ur e B. 8 Zi n c d o es n ot a p p e ar t o alt er n e utr o p hil a b u n d a n c e i n n as o p h ar y n g e al 
ti ss u es
S a m pl es c oll e ct e d fr o m t h e n as o p h ar y n x of a ni m als f oll o wi n g b a ct eri al c h all e n g e 
w er e st ai n e d wit h a h e m at ol o g y n e at kit. Li g ht mi cr os c o p y of tiss u e s a m pl e s 
i n di c at e d n o si g nifi c a nt diff er e n c es b et w e e n a ni m als i n t h e 0 µ M a n d 2 5 0 µ M 
tr e at m e nt gr o u ps. A n al ysis of gr o u p m e a ns usi n g t h e M a n n W hit n e y U t est 
r e v e al e d a p v al u e of 0.4 3 . T h es e d at a r e pr es e nt a v er a g e n e utr o p hil c o u nts fr o m 
t e n fi el ds of 2 0 x m a g nifi c ati o n. 









Fi g ur e B. 9 Zi n c d o es n ot a p p e ar t o pr ot e ct a g ai nst p n e u m o c o c c al H 2 O 2 i n bi ofil m s
a) Bi ofil m s gr o w n b y t h e ∆ S p x B str ai n i n di c at e a n i n cr e as e i n d e nsit y w h e n 
s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 -2 5 0 µ M zi n c, a n d a d e cr e a s e i n bi ofil m d e nsit y w h e n 
s u p pl e m e nt e d wit h 5 0 0 µ M zi n c. b) R e pr es e nt ati v e gr o wt h c ur v es of t h e ∆ S p x B 
str ai n gr o w n i n 0 -5 0 0 µ M zi n c i n di c at e a gr o wt h d ef e ct i n s a m pl es s u p pl e m e nt e d 
wit h 0 a n d 5 0 0 µ M zi n c.  c) Vi a bilit y pl ati n g o f bi ofil ms gr o w n i n t h e pr es e n c e of 
0 -5 0 0 µ M zi n c. 










Fi g ur e B. 1 0 Gr o wt h c ur v e of ∆ L yt A i n 0 -5 0 0 µ M zi n c 
R e pr es e nt ati v e gr o wt h c ur v es of t h e ∆ L yt A str ai n gr o w n i n 0 , 1 0 0 µ M , 2 5 0 µ M , a n d 5 0 0 
µ M zi n c i n di c at e a gr o wt h d ef e ct i n s a m pl es s u p pl e m e nt e d wit h 0 a n d 5 0 0 µ M zi n c. 








Fi g ur e B. 1 1 C o m p osit e bi ofil m fi g ur e of p ar e nt al T 4 R, ∆ S p x B, a n d ∆ L yt A 
Bi ofil m s of all str ai ns w er e gr o w n f or 6 h wit h zi n c s u p pl e m e nt e d fr o m 0 -5 0 0 µ M zi n c, 
t h e n ri ns e d a n d st ai n e d wit h cr yst al vi ol et. T his fi g ur e r e pr es e nts a c o m p osit e of d at a 
s h o w n i n Fi g ur e 3. 1 a, 3. 6 a, a n d B. 9 a. 




    
  
   
  
  
Fi g ur e B. 1 2 A nti bi oti c se nsiti vit y of T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 
T 4 R a n d ∆ 1 4 3 4 -8 w er e dil ut e d t o 1 x 1 0 7 C F U/ m L a n d 1 0 0 µ L s pr e a d o n a bl o o d a g ar 
pl at e. A nti bi oti c dis cs i m pr e g n at e d wit h t h e f oll o wi n g c o m p o u n ds w er e a d d e d t o pl at es 
( Ci pr ofl o x a ci n 5 µ g, V a n c o m y ci n 3 0 µ g, A m pi cilli n 1 0 µ g, P e ni cilli n 1 0 U, C efti of ur 3 0 
µ g, C e p h al ot hi n 3 0 µ g, a n d S ulfis o x a z ol e 1 m g). Pl at es w er e i n c u b at e d o v er ni g ht, a n d 
z o n es of i n hi biti o n w er e m e as ur e d t h e f ol l o wi n g d a y ( m M). T his fi g ur e is r e pr es e nt ati v e 
of m e as ur e m e nt m e a ns fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt r e pli c at es wit h st a n d ar d err or of t h e m e a n 
r e pr es e nt e d b y t h e h ori z o nt al b ars. 





    
    
  
  
Fi g ur e B. 1 3 S P 1 4 3 4 -S P 1 4 3 8 in d e p e n d e nt fr o m A d c R zi n c -r e g ul o n
G e n e e x pr essi o n of a d c aII , a d c A , S P 1 4 3 4 , a n d S P 1 4 3 3 w er e a n al y z e d i n T 4 R ( bl a c k) a n d 
t h e ∆ 1 4 3 3 ( gr a y) str ai n f oll o wi n g 1 5 m tr e at m e nt wit h T P E N. F ol d c h an g e s w er e 
c al c ul at e d usi n g t h e ∆ ∆ C T a n al ysis wit h g yr A s er vi n g as a n i nt er n al c o ntr ol . G e n e
e x pr essi o n is dis pl a y e d a s a m e a n fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. 










T I G R 4
2 4 h
 1 4 3 4 - 8
2 4 h
T I G R 4
4 8 h
 1 4 3 4 - 8
4 8 h
1  1 0 2
1  1 0 3
1  1 0 4
1  1 0 5
1  1 0 6
1  1 0 7
B l o o d  T i t e r s







Fi g ur e B. 1 4 A ni m al C h all e n g e d at a of TI G R 4 v ers us TI G R 4 ∆ 1 4 3 4 -8 
Si x -w e e k -ol d f e m al e C 5 7/ bl a c k 6 mi c e w er e i n o c ul at e d i ntr a n as all y wit h 5 x 1 0 5 C F U/ m L 
TI G R 4 or TI G R 4 ∆ 1 4 3 4 -8. Bl o o d tit ers w er e t a k e n at 2 4 h a n d 4 8 h a n d pl at e d o n bl o o d 
a g ar pl at es wit h 2 0 µ g/ m L n e o m y ci n. 






T P E N MI C R O A R R A Y : UP R E G U L A T E D 
“ 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































T P E N MI C R O A R R A Y: D O W N R E G U L A T E D 
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